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Abstract of EP051 7292 
The invention relates to a recombinant Avipox 
virus derived from an attenuated Avipox virus 
strain arid containing, in a non-essential portion 
of its genome, at least one DNA sequence 
encoding all or part of a protein heterologous to 
the Avipox virus, the non-essential portion of the 
genome being made up of an intergenic region of 
TIRs (terminal inverted repeat). The invention 
also relates to the culture of cells infected with 
this virus, to vaccines containing this recombinant 
Avipox virus and to the use of this virus as a 
vector capable of expressing all or part of a 
protein heterologous to the virus. 
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Description 

[0001] L'invention concerne des virus recombinants derives du virus Avipox et en particulier du virus responsable de 
la variole aviaire, communement appelee Fowlpox. L'invention concerne egalement un procede d'obtention de ces 
5 virus par culture de cellule, ('utilisation de ces virus pour I'obtention de vaccins et des vaccins contenant ces virus. 
L'invention concerne egalement les sequences de transfert pour ['insertion dans le genome de ce virus recombinant 
ainsi que les plasmides qui portent ces sequences. 

[0002] Le virus responsable de !a variole aviaire, bu Fowlpox virus (FPV), appartient au genre Avipox de la famille des 
Poxviridae. 

10 [0003] Le virus Fowlpox a les caracteristiques typiques des Pox. Ce sont des virus de grande taille dont le genome 
est de I'ADN double brin lineaire d'environ 300 kb et dqnt les extremites simple brin sont liees de maniere covalente. 
Environ 20 kb du genome ont ete sequences, en particulier la sequence des repetitions terminales inverses (TIR pour 
Ierminal Inverted Repeats) (Campbell et al, 1989; Tomley et al, 1988). Les repetitions terminales inverses sont deux 
longues sequences identiques presentes a chaque extremite du genome en orientation inverse. 

15 [0004] Le virus de la vaccine ou Vaccinia a ete le premier Pox d6veloppe comme virus recombinant vivant capable 
d'exprimer des proteines etrangeres. La liste des proteines exprimees est tres longue. En particulier, {'expression de 
nombreux antigenes etrangers a permis d'obtenir des immunisations contre differentes maladies. 
[0005] On a propose dans la demande de brevet europeen 0 314 569 1'utilisation du virus du Fowlpox a titre de vecteur 
d'expression de proteines heterologues en vue de preparer un vaccin, c'est-a-dire Putilisation d'un virus recombinant 

20 ayant integre dans une region intergenique non codante de son genome une sequence d'ADN codant pour une pro- 
teine heterologue; cette region est une courte sequence de 32 nucleotides, situee entre les phases ouvertes de lecture 
(ORF pour Open Reading Frame) ORF 7 et ORF 9, cette region a ete amenagee genetiquement en site d'insertion non 
essentiel. Dans des regions intergeniques aussi courtes, le risque est grand que I'insertion separe un signal de trans- 
cription de son gene et par consequent introduise une mutation qui inactive ce gene. Ceci se verifie : en effet cette 

25 sequence de 32 nucleotides sembie §tre une region essentielle, puisqu'elle a du etre elargie a 55 nucleotides en vue 
d'eviter le recouvrement possible entre le promoteur de I'ORF 9 et la sequence codante 3' de I'ORF 7. Dans le cas de 
la region qui separe I'ORF 7 de I'ORF 9, I'insertion dans la sequence naturelle est par ailleurs instable (Spehner et al, 
1990), et son amenagement est indispensable. De plus la maniere d'amenager une courte region intergenique propo- 
see n'est pas generale. 

30 [0006] Par ailleurs, on a egalement propose dans la demande de brevet international WO88/02022 la construction de 
virus du Fowlpox, et autres pox aviaires, recombinants caracterises par I'insertion d'ADN etranger dans le gene de la 
thymidine kinase. Cette insertion cree une mutation dans le gene qui pourrait attenuer le pouvoir infectieux du virus. 
Ceci presente le risque d'une trap grande attenuation de la souche et un pouvoir immunogene reduit du vaccin derive 
du virus recombinant. 

35 [0007] Par ailleurs, on a egalement propose dans la demande de brevet europeen 0 353 851 I'utilisatjon d'un virus 
recombinant du Fowlpox a titre de vecteur d'expression de proteine heterologue. L'insertion du gene etranger dans le 
genome viral est effectuee dans des phases ouvertes de lecture (ORF) situees dans les repetitions terminales inverses 
(TIR). L'insertion d'un ou plusieurs genes etrangers a I'interieur de phases ouvertes de lecture presente le risque de 
muter un gene dont on ignore la fonction. 

40 [0008] La presente invention fournit d'autres regions d'insertion d'un ou plusieurs genes etrangers dans le genome 
viral, qui ne presentent plus les inconvenients des regions d'insertions precipes. 

[0009] La presente invention concerne a cet effet un virus de I'Avipox recombinant derive d'une souche attenuee de 
virus de I'Avipox et comportant, dans une partie non essentielle de son genome, au moins une sequence d'ADN codant 
pour tout ou partie d'une proteine heterologue au virus de I'Avipox, ainsi que les elements susceptibles d'assurer 

45 I'expression de cette proteine dans une cellule infectee par iedit virus recombinant, caracterise en ce que la partie non 
essentielle du genome est constitute par une region intergenique non codante, ayant une sequence de plus de 60 
nucleotides et situee entre deux phases ouvertes de lecture (ORF), leur signaux d'expression y compris, cette region 
intergenique etant choisie parmi la region, dite region p1, situee entre les ORF1 et ORF2 de la region TIR (repetitions 
terminales inverse) et la region, dite region 02, situ6e entre les ORF2 et ORF3 de la region TIR. 

so [0010] Par une partie non essentielle du genome du virus de I'Avipox, on entend une region qui peut etre modifiee 
sans alterer des fonctions impliquees dans le developpement du virus in vitro et in vivo. On choisit comme partie non 
essentielle une region intergenique non codante du genome, c'est-a-dire situee entre deux ORF, leurs signaux 
d'expression y compris. 

[0011] Les regions intergeniques selon invention sont larges, de sorte que le risque qu'une insertion separe les 
55 signaux de transcription de leurs genes respectifs soit minime et egalement que leur amenagement soit inutile. D'autre 
part, les sequences de ces regions intergeniques sont non codantes et done le risque de mutation dans une ORF est 
nul. Par region large on entend une region ayant une sequence de plus de 60 nucleotides. Generalement on choisit une 
region ayant une sequence de plus de 100 nucleotides. De preference on choisit une region ayant une sequence de 
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plus de 200 nucleotides. De manure particulierement preferee on choisit une region ayant une sequence de plus de 
400 nucteotides. 

[0012] Par ailleurs, generalement, on choisit une region intergenique, dans laquelle au moins une sequence d'ADN 
est donee, situee dans I'une des deux regions TIR du virus de I'Avipox. Habituellement au moins une sequence d'ADN 

5 est donee dans au moins I'une des deux regions TIR du virus de I'Avipox. De preference au moins une sequence 
d'ADN est donee dans les deux regions TIR du virus, De maniere encore preferee on choisit la region intergenique, 
dite region pi, ou/et la region intergenique, dite region p2; la region intergenique, dite region pi, etant situee entre les 
nucleotides 1675 et 2165 et la region intergenique, dite region p2, etant situee entre les nucleotides 2672 et 3605 en 
prenant comme nucleotide d'origine le site de restriction BarnM present dans les TIR. Ce site de restriction IamH1 

w choisi id pour positionner les regions intergeniques est le premier nucleotide de la sequence publiee par Tomley et al, 
1988. On peut egalement definir ces regions selon I'invention comme suit : la region intergenique, dite region (51, est 
situee entre les phases ouvertes de lecture ORF 1 et ORF 2, la phase ouverte de lecture ORF 1 etant situee entre les 
nucleotides 416 -le nucleotide A de I'ATG- et 1674 -le 3eme nucleotide du codon stop- et la phase ouverte de lecture 
ORF 2 etant situee entre les nucleotides 2166 -le nucleotide A de PATG- et 2671 -le 3eme nucleotide du codon stop-, 

15 en prenant comme nuc!6otide d'origine le site de restriction Bam H1 dans les TIR et la region intergenique, dite region 
p2, est situee entre les phases ouvertes de lecture ORF 2 et ORF 3, la phase ouverte de ledure ORF 2 etant situee 
entre les nucleotides 2166 -le nudeotide A de I'ATG- et 2671 -le 3eme nucleotide du codon stop- et la phase ouverte 
de lecture ORF 3 etant situee entre les nucleotides 3606 -le 3eme nucleotide du codon stop- et 4055 -le nucleotide A 
de I'ATG-, en prenant comme nucleotide d'origine le site de restriction Bam H1 dans les TIR. De maniere particuliere- 

20 ment preferee on choisit dans la region p1 une partie situee entre les nucleotides 1775 et 2065 et dans la region p2 une 
partie situee entre les nucleotides 2772 et 3505. De bons resultats ont ete obtenus en clonant au niveau du nucleotide 
1842, dit site d'insertion B1 , situe dans la region pi , et/ou au niveau du nudeotide 3062, dit site d'insertion B2, dans la 
region p2. 

[0013] De bons resultats ont ete obtenus lorsqu'au moins une sequence d'ADN est donee dans la region P2, dans 
25 I'une des deux regions TIR du virus de I'Avipox. De bons resultats ont ete egalement obtenus lorsqu'une sequence 
d'ADN est donee dans la region pi dans chacune des deux TIR. Cela represente un autre avantage de I'invention 
puisqu' il est possible d'obtenir deux copies de la sequence d'ADN heterologue par genome. 

[0014] Par virus de I'Avipox recombinant derive d'une souche attenuee de virus de I'Avipox, on entend un virus appar- 
tenant au genre Avipox, attenue, dont le genome comprend une sequence heterologue accompagnee de signaux 

30 d'expression. Generalement on utilise comme virus un virus du genre Avipox tel que le Fowlpox, le Pigeonpox ou le 
Canarypox. Habituellement on utilise comme virus le Fowlpox. De preference, on utilise comme virus Fowlpox une sou- 
che vaccinale du virus de la variole des poules ou Fowlpox tel que le vaccin produit et commercialism par la Societe 
SOLVAY sous la marque POXINE ou le vaccin produit et commercialism par la Societe SOLVAY sous les marques de 
CHICK-N-POX, POULVAC CHICK-N-POX, CHICK-N-POX TC, POULVAC CHICK-N-POX TC, POULVAC POXINE, 

35 POULVAC P. De maniere particulierement preferee on utilise comme virus du Fowlpox le vaccin commercialise par 
SOLVAY sous les marques de CHICK-N-POX, POULVAC CHICK-N-POX, CHICK-N-POX TC, POULVAC CHICK-N- 
POX TC, POULVAC POXINE, POULVAC P, en abrege CNR 

[001 5] L'attenuation est obtenue par des passages successifs sur embryon, ou si le virus a ete adapte a des cellules 
en culture, par des passages sur culture de cellules. 

40 [001 6] Par elements susceptibles d'assurer I'expression du gene qui code pour la proteine heterologue dans une cel- 
lule infectee par ledit virus recombinant, on entend les signaux d'expression genetique reconnus par le virus, notam- 
ment le promoteur et le terminateur, elements connus de I'homme du metier et tel que nptamment decrits par exemple 
par Moss, 1990. Generalement on utilise un promoteur de Pox. Habituellement on utilise un promoteur de Vaccinia ou 
de Fowlpox. De preference on utilise le promoteur P1 1 et le promoteur P7.5 de Vaccinia, tels que decrits par Venkate- 

45 san et al, 1 981 , Cochran et al, 1 985 et Bertholet et al, 1 985. 

[0017] Par au moins une sequence d'ADN codant pour tout ou partie d'une proteine heterologue au virus de I'Avipox, 
on entend tout fragment d'ADN extrait d'un genome, ou une copie ADNc ou encore un ADN de synthese, accompagne 
des signaux d'expression, et dont la sequence code pour tout ou partie d'une proteine etrangere a I'Avipox. 
[0018] Les figures 1 a 1 1 ont ete realisees pour mieux permettre la comprehension de I'invention. 

50 

La figure 1 represente une construction d'un Avipox recombinant, modifie d'apres Mackett et al, 1984. Des cellules 
infectees (I : infection) par le virus du Fowlpox (FPV) sont transferees (T : "transfection") par un plasmide de trans- 
fert. Ce plasmide (P)'porte un promoteur (Pr) oriente pour permettre I'expression d'un gene (g) heterologue adja- 
cent, flanque de part et d'autre par des sequences d'ADN viral. La recombinaison (R) homologue a lieu dans le 
55 cytoplasme de la cellule (C), entre les sequences qui flanquent le gene et les sequences presentes sur le genome 
viral. II en r6sulte I'insertion du gene heterologue dans le genome viral. Ce genome peut etre empaquet6 et pro- 
duire des particules virales recombinantes (VR). N pour noyau de la cellule (C). 

La figure 2 represente schematiquement les extremites du genome du Fowlpox avec les TIR de droite (TIR-R) et 
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de gauche (TIR-L) symbolises par des rectangles et avec la sequence unique symbolisee par un trait. Les pointilles 
symbolisent la region centrale du genome. Le fragment de restriction EcoR1 du TIR-L est de 6.2 kb tandis que celui 
de TIR-R est de 9.0 kb. Ce schema montre que ces deux fragments ont une sequence commune et une sequence 
unique. Un site EamH1, situe en aval de EcqR1 dans les TIR est indique. 
5 La figure 3 represente une carte de restriction du plasmide pTIRBI (PTIRB1) pour quelques sites uniques et la 

position des ORF. Le site.unique BamH1 est utilise pour les clonages de genes heterologues. 

ori (ORI) : origine de replication du plasmide dans Escherichia oo|i 
(E. coli); Ap : gene de resistance a Pampicilline; ORF1 a 
10 ORF6 : phases ouvertes de lecture du Fowlpox; 

La figure 4 represente une figure semblable a la figure 3 mais pour le plasmide pTIRB2 (PTIRB2). 
La figure 5 represente une carte de restriction du plasmide p1 1Lac (P1 1 LAC). Ce plasmide porte le gene LacZ de 
£. coii sous le contrdle du promoteur P1 1 de Vaccinia. P1 1 : promoteur P1 1 de vaccinia; LACZ : gene codant pour 
15 la p-galactosidase; ori : origine de replication dans E. coli; Brin + : brin empaquete dans le phage M13; Ap : gene 
de resistance a I'ampicilline. 

La figure 6 represente un exemple d'un vecteur de transfert du gene LacZ dans les TIR. Ce vecteur est le 
pTIRB1P75Lac (PT1RB1P75LAC). La cassette P7.5-LacZ est donee dans le site BamH1 du pTIRBI , dans le sens 
horlogique. P7.5 : promoteur P7.5 de vaccinia. 
20 La figure 7 est une representation schematique des insertions du gene LacZ (represente par un rectangle hachure) 
dans le genome du CNR Les cassettes P7.5-LacZ et P11-LacZ sont inserees dans les regions terminates (TIR), 
dans I'une ou I'autre orientation. La region TIR de droite n'est pas representee. Les fleches indiquent le sens de 
transcription des genes, represents par des rectangles. L'echelle n'est pas respectee. 

La figure 8 represente le segment A de I'lBDV, la position des primers et les differents fragments obtenus par trans- 
25 cription inverse et amplification de TARN du segment A de la souche Edgar. 

A : organisation des ORF. 

p : "primers" utilises pour realiser I'amplification du segment A. 

>,< : orientation des "primers" par rapport a la sequence codante du segment A. 

30 fgt PCR : fragments generes par amplification de PARN du segment A. 
pb : paires de bases. 

La figure 9 (figure 9a a figure 9e) represente la sequence nucleotidique de I'ADN amplifie correspondant a TARN 
du segment A de la souche Edgar et la traduction en acides amines des ORF 1 , 2 et 3. 
35 Primers 0, 1, 1b, 2, 3, 4, 5 et 6 : primers utilises pour generer, par transcription inverse et amplification, les frag- 
ments d'ADN correspondant au segment A de la souche Edgar. 

La figure 1 0 represente le schema de reconstruction du segment d'ADN correspondant au segment A de la souche 
Edgar a partir des fragments obtenus par transcription inverse et amplification. 

40 * : mutagenese dirigee. 

La figure 1 1 represente une carte de restriction du plasmide pTIR75E1 LAC (PTIR75E1 LAC). 

La portion du plasmide en trait gras correspond aux sequences homologues au genome du FPV. ori (ORI) : 

origine de replication du plasmide dans E. coli : Ap: gene de resistance a rampicilline; P7.5: promoteur P7.5 de vac- 
45 cinia; ORF1-IBDV : ORF1 du segment A de la souche Edgar; P11: promoteur P11 de vaccinia; LACZ: gene codant 

pour la p-galactosidase; pb: paires de bases; ORF1 a ORF6 : phases ouvertes de lecture du Fowlpox. 

La figure 12 represente la caracterisation par test ELISA des proteines IBDV exprimees dans les recombinants 

FPV/IBDV. La caracterisation a ete realisee comme suit : 50 pJ des suspensions cellulaires et des dilutions en serie 

de deux de ces suspensions ont ete deposes par cupule. Apres incubation du deuxieme anti-corps anti-IBDV 
so (monoclonal anti-VP3 ou anti-VP2), une amplification du signal a ete realisee a I'aide du systeme anti-IgG de souris 

marque a la biotine + streptavidine conjuguee a la phosphatase alcaline. 

La figure 12 A correspond a la detection a I'aide de I'anticorps monoclonal anti-VP3. La figure 12 B correspond a 
ia detection a I'aide de I'anticorps monoclonal anti-VP2. 

Dans ces figures I'abscisse represente les dilutions en serie de 2 des extraits cellulaires en unites logarithmi- 
55 ques et I'ordonnee represente le rapport des absorbances mesurees a 690 mm et 405 mm. 

La figure 13 represente la caracterisation par Western blot des proteines IBDV exprimees dans les recombinants 
FPV/IBDV. Cette caracterisation a ete realisee comme suit : les suspensions cellulaires sont centrifugees a 3000 
g et les surnageants obtenus ultracentrifuges a 185000 g; les culots resultants des deux centrifugations sont ras- 
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sembles et remis en suspension dans un tampon PBS (Phosphate Buffered Saline, Gibco). 

[0019] Un depdt de proteines de 20 a 40 ug pour les recombinants FPV/IBDV et 5 \ig pour les cellules infectees par 
I'lBDV (contrdle positif) est depose par puit, sur gel acrylamide-SDS. Apres transfert sur membrane, les proteines IBDV 
5 sont detectees a I'aide du serum polyclonal reconnaissant toutes les proteines IBDV pour la figure 13 A ou a I'aide de 
Panticorps monoclonal anti-VP3 pour la figure 13 B. Une amplification du signal est realisee-a I'aide du systeme anti- 
IgG marque a la biotine et le conjugue streptavidine-phosphatase alcaline. PM : proteines reperes de poids moleculai- 
res. 

[0020] Le procede mis en oeuvre pour realiser Invention est schematise a la figure 1 (modifie d'apres Mackett et al, 
10 1 984). Des cellules infectees par PAvipox ou ie Fowlpox sont transferees par un plasmide de transfert. Ce plasmide 
porte un promoteur bien oriente pour permettre I'expression d'un gene heterologue adjacent, flanque de part et d'autre 
par des sequences d'ADN viral. La recombinaison homologue a lieu dans le cytoplasme de la cellule entre les sequen- 
ces qui flanquent le gene et les sequences presentes sur le genome viral. II en resulte I'insertion du gene heterologue 
dans le genome viral. Ce genome peut etre empaquete et produire des particules virales recombinantes. Cette techni- 
15 que d'insertion par infection des cellules par le Pox suivie d'un transfert par un plasmide a ete mise au point pour Vac- 
cinia, et couramment utilisee dans de nombreux laboratoires pour la construction de Pox recombinants (Mackett et al, 
1985). 

[0021] Le procede selon I'invention comprend habituellement les etapes suivantes : 

20 - la premiere etape consiste a construire les plasmides de transfert autorisant le criblage, 

la deuxieme etape consiste a doner les genes codant pour les antigenes heterologues dans les plasmides de 
transfert, 

la troisieme etape consiste a construire ies virus Avipox recombinants, et 

la quatrieme etape consiste a effectuer les tests de vaccination avec ies virus recombinants. 

25 

[0022] De preference le procede comprend les etapes suivantes : 

a. Construction des plasmides de transfert autorisant le criblage : 

30 - Clonage des fragments portant TIR. 

Insertion de site de clonage dans les TIR. 
Clonage des promoteurs P1 1 et P7.5 de Vaccinia. 

- Construction d'une cassette portant le gene LacZ et son clonage en aval de P1 1 oil de P7.5. 

- Clonage des elements P1 1 LacZ ou P7.5LacZ dans les plasmides de transfert TIR. 

35 

b. Construction des virus CNP recombinants (gene LacZ pour effectuer un test preiiminaire) : 

- Transfert des cellules QT35 par le virus CNP et un plasmide de transfert. 
Criblage puis purification des recombinants grace a I'expression du gene LacZ. 

40 - Analyse des genomes des recombinants et de I'expression de LacZ. 

c. Test de vaccination : 

Vaccination de poussins par des virus recombinants et protection contre la variole aviaire conferee par le virus 
45 recombinant LacZ. 

d. Clonage de genes codant pour des antigenes heterologues (proteine heterologue) dans les plasmides de trans- 
fert : 

so - Clonage des genes codant pour des antigenes heterologues en aval de P1 1 ou de P7.5. 

- Clonage des cassettes P1 1-Antigene et P7.5-LacZ ou P7.5-Antigene et P1 1-LacZ dans les plasmides TIR. 

e. Construction des virus CNP recombinants : 

55 - Transfert des cellules QT35 par le virus CNP et un plasmide de transfert. 

Criblage puis purification des virus recombinants gr§ce a I'expression du gene LacZ. 

- Analyse de I'expression de I'antigene sur culture de cellules et analyse du genome des virus recombinants. 
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f. Vaccination : 

. - Vaccination par les virus CNP recombinants. 
- Evaluation du degre de protection confere par I'expression de I'antigene heterologue au CNR 

5 

[0023] (.'invention concerne egalement-des sequences de transfert qui permettent d ? inserer I'ADN heterologue dans 
le genome du virus de I'Avipox, tel que defini ci-avant et notamment aux sites B1 ou B2. L'invention concerne egale- 
ment les plasmides qui portent ces sequences. Par plasmide de transfert, on entend un plasmide qui comporte un gene 
heterologue sous le contrfile d'un promoteur reconnu par I'Avipox, flanque de part et d'autre par les sequences situees 

10 de part et d'autre du site B1 ou du site B2. La longueur de ces sequences homologues au FPV qui flanquent le gene 
heterologue doivent etre suffisamment longues pour autoriser une recombinaison a gauche et a droite du gene hetero- 
logue. Generalement on choisit des sequences d'au moins 1 kb. De bons resultats sont obtenus pour B1 flanque d'une 
sequence d'environ 1850 nucleotides en amont et 4321 nucleotides en aval, et, pour B2, environ 3070 nucleotides en 
amont et 3100 nucleotides en aval. Les plasmides de transfert interviennent lors du procede pour isoler des Avipox 

15 recombinants, le procede faisant intervener un transfert des cellules de caille QT35, prealablement infectees par le virus 
de I'Avipox. 

[0024] L'invention concerne egalement une culture de cellules eucaryotes infectees par un virus de I'Avipox recom- 
binant derive d'une souche attenuee de virus d'Avipox et comportant dans une partie non essentielle de son genome 
au moins une sequence d'ADN codant pour tout ou partie d'une proteine heterologue au virus de I'Avipox ainsi que les 
20 elements susceptibles d'assurer I'expression de cette proteine dans une cellule infectee par ledit virus recombinant, la 
partie non essentielle etant constituee par une region intergenique non codante du virus de I'Avipox, situee entre deux 
ORF, leurs signaux d'expression y compris. 

[0025] De preference on utilise une culture de cellules aviaires. De bons resultats ont ete obtenus avec une culture 
de cellules de caille. D'excellents resultats ont ete obtenus avec la culture de cellules de caille QT35, telle que decrite 
25 par Cho (1981). 

[0026] Le virus de I'Avipox recombinant selon l'invention est developpe comme vecteurs capables d'exprimer tout ou 
partie de la proteine heterologue. La presente invention concerne done egalement I'utilisation du virus selon l'invention 
comme vecteur capable d'exprimer tout ou partie d'une proteine heterologue, telle que notamment un antigene. 
[0027] L'invention concerne egalement un vaccin contenant un virus de I'Avipox recombinant derive d'une souche 

30 attenuee de virus d'Avipox et comportant dans une partie non essentielle de son genome au moins une sequence 
d'ADN codant pour tout ou partie d'une proteine heterologue au virus de I'Avipox ainsi que les elements susceptibles 
d'assurer I'expression de cette proteine dans une cellule infectee par ledit virus recombinant, la partie non essentielle 
du genome etant constituee par une region intergenique non codante du virus de I'Avipox, situee entre deux ORF, leurs 
signaux d'expression y compris. » 

35 [0028] Par proteine heterologue, on entend toute proteine ou partie de proteine etrangere au virus d'Avipox, proteine 
naturelle ou modifiee. Generalement, cette proteine peut etre un antigene permettant de developper un vaccin contre 
un organisme pathogene. Habituellement les antigenes sont notamment les proteines d'agents infectieux aviaires, 
virus, bacteries, chlamydies, mycoplasmes, protozoaires, champignons et vers: 

[0029] Ce sont notamment les Adenoviridae. teis que le virus responsable de I'anemie aplastique (AA) et du syn- 
40 drome de la chute de ponte (EDS), les Birnaviridae . tel que le virus de la maladie de Gumboro (IBDV), les Coronaviri- 
dae. tel que le virus de la bronchite infectieuse (IBV), les Herpesviridae. tels que le virus de la maladie de Marek (MDV) 
et le virus responsable de la laryngotracheite infectieuse (ILTV), les Orthomvxoviridae . tel que le virus responsable de 
la grippe (Influenza), les Paramyxoviridae . tel le virus de la maladie de Newcastle (NDV), les Picornaviridae, tel que le 
virus responsable de I'encephalomyelite (AE), les Reoviridae . responsables de tenosynovite, les Retrovirus tel que le 
45 virus responsable de la leukose lymphoTde (LL), le virus responsable de I'anemie du poulet (CAV). 
[0030] Ce sont notamment des chlamydies, tels que Chlamydia psittaci . 
[0031] Ce sont notamment des mycoplasmes tels que Mycoplasma aallisepticum et M- synoviae. 
[0032] Ce sont notamment des bacteries telles que Escherichia col, Haemophilus dont l± paragallinarum qui est res- 
ponsable du coryza, Pasteurella dont £ multocida qui est responsable du cholera, Salmonella dont S. gallinarium res- 
so ponsable du typhus et S. pullorum . Clostridium dont C. botulinum qui produit une toxine responsable du botulisme, Q. 
perfringens et C. septicum responsables de dermatoses, C. colinum . Campilobacter jejuni. Streptococcus aureus. 
[0033] Ce sont notamment des protozoaires tels que Eimeria responsable de la coccidiose et Cryptosporidiosis 
baileyi responsable de la cryptosporodiose. 

[0034] Ce sont notamment des vers tels que les cestodes et nematodes dont Ascaridia gaJJi. 
55 [0035] Ce sont notamment des champignons tels que Aspergillus fumigatus . 

[0036] Les antigenes preferes sont ceux du virus de la maladie de Gumboro (IBDV), du virus de la bronchite infec- 
tieuse (IBV), du virus responsable de I'anemie du poulet (CAV), du protozoaire Eimeria responsable de la coccidiose, 
du virus de la maladie de Newcastle (NDV) et du virus de la maladie de Marek (MDV). 
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[0037] Les antigenes particulierement preferes sont ceux du virus de la maladie de Gumboro (IBDV), du virus de la 
bronchite infectieuse (IBV), du virus responsable de I'anemie du poulet (CAV) et du protozoaire Ejmepq, responsable 
de la coccidiose. De bons resultats ont ete obtenus dans les conditions suivantes : 

5 - pour I'lBDV : tout ou partie des phases de lecture ouvertes dont la polyproteine et des parties de la polyproteine. 
De telles proteines sont notamment VP2, VP3j VP4. Ceci comprend egalement toutes leurs combinaisons ou 
modifications. Ces modifications consistent par exemple en I'insertion d'un site de clivage. 

- pour TIBV : I'antigene E2. 

- pour Eimeria : I'antigene de surface TA4 naturel et I'antigene de surface TA4 dont la sequence du site de clivage 
10 proteolytique a ete modifiee. 

pour le CAV : la proteine P50. 

[0038] D'excellents resultats ont ete obtenus avec I'lBDV, la proteine heterologue etant une partie de la polyproteine 
comprenant les acides amines 1 a 493 suivis des acides amin6s 1010 a 1012, dans laquelle est incluse la proteine 

15 VP2; comme represents a la figure 9. 

[0039] Les sequences d'ADN peuvent coder pour la proteine au complet ou bien pour des fragments de la proteine, 
et induire chez I'animal la reponse immunitaire appropriee. D'autres molecules que des antigenes peuvent egalemert 
etre prises en consideration dont des facteurs de croissance et des immunomodulateurs, telles que des interleukines. 
La presente invention vise egalement a produire in vivo, dans la volaille, un facteur intervenant dans le metabolisme de 

20 I'animal, tel que par exemple une hormone de croissance ou un facteur inducteur de celle-ci. La presente invention con- 
cerne egalement la preparation de proteines ou de peptides en culture de cellule in vitro ou in vivo chez I'animal. En 
fonction de la proteine heterologue introduite, elle peut notamment convenir comme enzyme, comme constituant nutritif 
ou dans le domaine de la sante humaine ou animale en tant que produit pharmaceutique a usage humain ou veteri- 
naire. 

25 [0040] D'autre part, des virus recombinants multiples, porteurs de plusieurs genes heterologues peuvent etre gene- 
res, soit en clonant plusieurs genes dans le meme genome, dans un meme site ou dans des regions ou des sites dif- 
ferents. Un produit polyvalent peut egalement etre cree en combinant des virus recombinants differents. 
[0041] Les cibles animales du virus de I'Avipox selon I'invention sont les oiseaux, en particulier la volaille. Le virus 
recombinant peut etre egalement employe dans des especes non aviaires. 

30 [0042] Le vaccin selon I'invention peut etre administre sous diverses formes connues de I'homme du metier. Habituel- 
lement le vaccin est administre par voie orale, dans Palimentation ou dans I'eau de boisson, par voie intranasal, par 
injection sous-cutanee, par aerosol, par injection intramusculaire ou par transpercement de I'aile selon la methode dite 
du "wing web". De pr6ference le vaccin est administre par transpercement de la membrane alaire selon la methode dite 
du "wing web", par injection intramusculaire ou par injection sous-cutanee. ' 

35 [0043] Le vaccin selon I'invention est formule de maniere connue par I'homme du metier. Habituellement la composi- 
tion vaccinale contient des stabilisants adaptes au mode d'administration du vaccin. II peut etre conserve sous forme 
lyophilisee. 

[0044] La presente invention est illustree par les exemples suivants. 

40 Exemple 1 - Purification de virus CNP et de son APN 

[0045] On utilise comme virus du Fowlpox la souche vaccinale commercialisee par la firme Solvay sous la marque 
POULVAC CHICK-N-POX, CHICK-N-POX, CHICK-N-POX TC, POULVAC CHICK-N-POX TC, (CNP), comme vaccin 
vivant attenue. Le stock initial provient d'une souche de terrain passee a plusieurs reprises sur oeufs et adaptee aux 

45 cellules in vitro par 2 passages sur CEF (fibroblastes d'embryon de poulet) et 5 passages sur la lignee cellulaire de 
caille QT35 decrite par Cho (1981). La lignee cellulaire de caille QT35 est accessible aupres du Dr. Moscovici (6816 
Northvest 18th Avenue, Gainesville, Florida 32605, Etats-Unis) qui I'a isolee et qui la distribue. 
[0046] CNP est cultive sur la lignee cellulaire QT35 dont le milieu de croissance est compose de E199 (Gibco, 500 
ml), F12 (Gibco, 500 ml), LAH (Gibco, hydrolysat de lactalbumine, 25 ml), FCS (Gibco, Foetal Calf Serum, 25 ml) et 

so fructose (5 ml d'une solution a 200 g/l); incubation a 38°C, 3 % de C0 2 . La multiplied defection (moi) habituelle est 
de 0,01 virus par cellule, les cellules etant a 80 % de la confluence. 

[0047] Un stock de virus a ete purifie comme suit : les cellules infectees par le virus du Fowlpox CNP et reprises dans 
du tampon phosphate PBS (Phosphate Buffered Saline, Gibco) sont centrifugees a 6.000 g (15 min). Le culot est remis 
en suspension dans du Tris (pH 9, 1 mM), trypsinise (trypsine a 0.25 mg/ml concentration finale; Gibco) et sonique. Ce 
55 materiel est depose sur un coussin de sucrose 36 % (poids/volume) et centrifuge 45 minutes a 30.000 g. Le culot est 
repris dans du Tris 1 mM, pH 9.0. Les virus sont centrifuges une derniere fois 30 minutes a 40.000 g. Le culot est repris 
dans le tampon de lyse : Tris-HC1 10 mM, pH 8.0, EDTA 10 mM, SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 1 %, proteinase K 500 
u.g/ml (Boehringer), RNase 0.1 mg/ml (Boehringer) et incub6 2 heures a 37°C. L'ADN extrait au phenol est precipite a 
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tethanol. De I'ordre de 20 u.g d'ADN ont et§ purifies a partir de 40 flasques de 1 50 cm 2 infectees. 

Exempie 2 - Construction d'une lib rairie genomiaue EcoR1 et une librairie qenomique BamH1 du CNP 

5 [0048] Les techniques de genetique utilisees sont decrites par Maniatis et al, 1 982. Les enzymes de restriction, poly- 
merases, ligases et phosphatases ont ete fournis par les firmes Pharmaciai Boehringer et Biolabs. Les ADN syntheti- 
ques ont ete fournis par la firme Eurogentec. 

[0049] Les fragments de restriction de I'ADN viral par icgR1 ou Bam H1 ont ete ligatures dans le vecteur pUC18 
decrit par Messing (1983) et introduits dans la bacterie E. cgji MC1061 (aiaD139, (ara, leuJ7697, |acX74, galU, gajK, 

10 fcsglR, strA, vendue par la Societe Pharmacia). Les deux banques genomiques sont conservees a -70°C dans du gly- 
cerol sous forme de deux suspensions de cellules transfbrmees. Quatre-vingts % des plasmides contiennent un insert. 
Dix-sept fragments Bam H1 et 45 fragments IcoR1 furent differences sur base de leur taille et leur modele de restric- 
tion par Bg1 2 ou HioFL Les inserts ont des tallies de 0,5 a 15 kb; la somme des inserts BamH1 ainsi caracteris6s est 
de 82 kb et de 210 kb pour les fragments £cqR1 . La taille du genome du Pox aviaire est proche de 300 kb (Coupar et 

15 al. 1990). Les fragments isoles represented des lors 25 % pour BamH1 et 70 % pour EcoRI du genome total. 

Exempie 3 - C lonaae des fragments portant les TIR 

[0050] Les repetitions terminates inverses (TIR) sont deux sequences identiques presentes aux extremites du 
20 genome des Pox en orientation opposee. Une sequence de plus de 17 kb d'une extremite du genome de la souche HP 
du Fowlpox a ete publiee (Campbell et al, 1989 et Tomley et al, 1988). Elle comprend environ 10 kb de la sequence 
repetee et 7.0 kb de sa sequence adjacente. 

[0051] On effectue le clonage des fragments EcoRI des TIR. La sequence repetee contient un site EcoR1 . Comme 
le montre la figure 2, deux fragments EcoR1 sont clones : chacun porte une partie de TIR et une sequence adjacente 
25 unique. La sequence unique est delimitee par le site EcoRI le plus proche des TIR. Ces deux fragments ont ete isoles 
grace a un oligonucleotide complementaire a la sequence situee dans la partie rep6tee. Le premier fragment a une 
taille de 6.2 kb et sera, par convention, note TIR-L. Le second a une taille de 9.0 kb et sera, par convention, note TIR- 
R. La sequence du fragment EcoRI TIR-L de CNP est identique a celle publiee. 

[0052] La jonction entre le TIR et la sequence unique deduite de la comparaison des sequences de TIR-L et de TIR- 
30 R se situe au nucleotide 4007, le site Bam M de la sequence publiee par Tomley et al (1988) etant pris comme nucleo- 
tide numero 1 . La jonction est situee dans la phase de lecture ouverte notee ORF3 par ces auteurs. 

Exemole 4 - Cr eation par mutagenese diriqee de sites BamH1 dans TIR 

35 [0053] Des phases ouvertes de lecture (ORF) sont deduites de ("analyse des sequences en nucleotides des TIR. En 
particulier, ORF 1 est situee entre les nucleotides 416 et 1674, ORF 2 est situee entre les nucleotides 2166 et 2671 et 
enfin ORF 3 est situee entre les nucleotides 3606 et 4055 et codee sur le brin complementaire. Nous prenons comme 
nucleotide n° 1 le premier nucleotide G du site BamH1 des TIR. Ces ORF delimitent deux larges sequences intergeni- 
ques non codantes, notees region p1, entre ORF1 et ORF2 d'une part, et region £2 entre ORF2 et ORF3 d'autre part. 

40 Ce sont ces deux regions intergeniques qui sont choisies comme regions d'insertion. 

[0054] Un site de clonage unique a ete introduit par mutagenese dirigee (kit de mutagenese BioRad) dans (51 et dans 
p2. Le site Bam H1 a ete choisi comme site de clonage parce qu'il est compatible avec d'autres sites de restrictions, 
dont icJ1 et Bgl2. L'emplacement du site de clonage a ete choisi environ au milieu de chaque region interg§nique pour 
eviter tout risque de separer les signaux de transcription de leurs genes respectifs, soit : 

45 

- dans la region pi : le site B1 est la sequence 5'GATC 3', au nucleotide 1842, transformee en Bam H1 GGATCC par 
insertion d'un G en 5* et d'un C en 3'; 

- dans la region 02 : le site B2 est la sequence 5'GGATT 3', au nucleotide 3062, transformee en Bam H1 par la muta- 
tion du second T en CC. 

50 

[0055] II y a deux sites Bam H1 dans le plasmide qui porte le fragment TIR-L (exempie 3). Un site provient du vecteur 
pUC18. Le second site provient de TIR et est situe a 71 nucleotides en aval du site EcoRI choisi pour le clonage (Cam- 
pbell et al, 1989; figure 2). Ces deux sites Bam H1 ont ete deletes du plasmide porteur de TIR-L par une restriction 
Bam H1 suivie du remplissage a la polymerase de Klenow et ligation. Le plasmide qui en resuite est le pTIR1. 
55 [0056] Pour generer un site Bam M en B1 , le fragment Hindll de 0.9 kb de pTIR1 a ete clone dans le vecteur pBSPIus 
commercialise par la firme Stratagene. Le primer de mutagenese fut : 5TTTC G AAAG ACTTTGG ATCC GTAGTATAA- 
TATTATA 3'. Les nucleotides en gras, c'est-a-dire GGATCC, sont la sequence reconnue par Bam H1. 
[0057] Pour generer un site Bam H1 en B2, le fragment Xba l de 1 .7 kb du pTIR1 a ete clone dans pBSPIus. Le primer 
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fut : 5TATATCACGGGATCCAAAAGGTTATTAGTAGTC 3\ Les nucleotides en gras, c'est-a-dire GGATCC, sont la 
sequence reconnue par BamHl. 

[0058] La reinsertion de chaque fragment mute dans pTIR1 est le resultat des ligations : 

5 - pour B1 : Hind3-Sca1 du pTIR1 (1491 bp) + Sca/l-AaS du pBSPIus apres mutagenese (485 bp) + &aJ2-EcoR1 du 
pTIR1 (4220bp)+EcoR1-HiDd3dupTIR1 (2635 bp); 
- pour B2 : XhQl-SpJ1 du pTIR1 (8512 bp) + §pJ1-Xhg.1 du pBSPIus apres mutagenese (318 bp). 

[0059] Ces deux ligations ont genere les vecteurs pTIRBI et pTIRB2. Leurs cartes de restriction sont aux figures 3 
10 et4. 

[0060] A partir du plasmide pTIR1 , !e plasmide pTIRBI D a ete genere par deletion de son fragment EcoR1 -Hpa1 de 
2657 bp. 

Exemple 5 - Clonage des promoteurs P11 et P7.5 de Vaccinia 

[0061] P1 1 et P7.5 sont des promoteurs connus de Vaccinia. P1 1 est le promoteur du gene codant pour la proteine 
P11, transcrit au cours de la phase tardive de I'infection virale. P7.5 est le promoteur du gene codant pour la proteine 
P7.5, transcrit a la fbis au cours des phases immediate et tardive. 

20 Construction d e vecteurs avec des sites BqI2 et Bcl1 uniques 

[0062] Deux vecteurs de clonage contenant des sites uniques BqI2. Bcl1 et Bam H1 ont ete construits pour permettre 
les clonages successifs de cassettes compatibles avec Bam H1 . Les sequences des sites de Bgl2 et BcM ont ete intro- 
duces dans le site Bam H1 du pBSPIus par le clonage de I'ADN de synthese suivant : 

25 

Bgl 2 * Bell BamHl 
5' GATCGAGATCTTGATCAG 3' 
3' CTCTAGAACTAGTCCTAG 5' 

30 

[0063] Les vecteurs sont pBSLKI et pBSLK2. Les linkers sont dans ('orientation : 

35 pBSLKI ... Ava1/Sma1-BamH1-Bcl1-Bgl2-Xba1 ... 
pBSLK2 ... Ava1/Sma1- Bgl 2-Bcl1-BamH1-Xba1 ... 

Clonaoe du promoteur P7.5 

40 [0064] Le fragment Bcl1- Bam H1 long de 143 bp du plasmide pGS20 contient la sequence promotrice P7.5 (Mackett 
et al, 1984). La sequence est pr6sentee ci-dessous (Venkatesan et al, 1981; Cochran et al, 1985). Les promoteurs tar- 
dif et imm6diat sont soulignes. La derniere base de Bam Hl est a 10 bp de I'ATG initiateur du gene. 

5 ' TGATCACTMTTCCAMCCCACCCGCTTTTTATAGTAAGTTTTTCACCCATA 

Bel l Tardif. 

CAATAATTAATTTCTCGTAAMGTAGAAAATATATTCrrAATTTATTGCA 

Immediat 

50 TCATAAAGAACAGTGACGGATCC 

BamHl 



55 



[0065] Le fragment Bcl1 -BamHl a et6 clone dans les sites M1 et Bam Hl des plasmides pBSLKI et pBSLK2 gene- 
rant respectivement ies plasmides p1P75 et p2P75. Pour permettre la digestion BpJ1 , pBSLKI et pBSLK2 sont extraits 
de la souche JM1 10 accessible a I'ATCC (American Type Culture Collection) sous la reference ATCC 47013. 
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Clonaqe du promoteur P1 1 



[0066] La sequence du promoteur P11 a ete donee sous la forme d'un ADN de synthese a partir des donn6es de 
sequences de Bertholet et al, 1985. Hanggi et al (1986) ont montre qu'un fragment de 30 nucleotides en amont du pre- 

5 mier nucteotide de I'ARNm contient le promoteur. 

[0067] L'ADN de synthese est un 40mere portant un site Bgl 2 et un site Bam H1 a ses extremites. Cet ADN a ete clone 
dans pBSLKI , pour generer p1 P1 1 et dans pBSLK2, pour generer p2P1 1 . Le fragment Bgl2-BamH1 de p2P1 1 a par 
la suite ete clone dans les sites Xho 2 - Bam H1 de pACYC184. pACYC184 est un vecteur decrit par Chang et Cohen 
(1978). La ligation entre Xho 2 (GGATCT) et BgJ2 (AGATCT) restaure SgJ2. 

10 [0068] La sequence du DNA synthetique portant P1 1 est : 

5 ' GATCAAATTTCATTTTGTTTTTTTCTATGCTATAAATAAG 

3' TTTAAAGTAAAACAAAAAAAGATACGATATTTATTCCTAG 



BamHl 



Exem ple 6 - Construction d'une cassette portant le gene LacZ compatible avec le site de res triction BamH1 

[0069] L'expression du gene LacZ permettra le criblage des virus recombinants. 
25 [0070] Une cassette Bgl 2- Bam H1 portant le gene LacZ a ete amenagee par mutagenese dirigee. Cette cassette a 
ete donee dans le plasmide pBSplus (Stratagene) delete du fragment LacZa et ceci pour eviter la recombinaison entre 
les deux sequences homologues, I'une sur LacZ Pautre sur LacZa. Ce plasmide est le pBSMutLacZI . La sequence des 
extremites du gene LacZ apres mutagenese est donnee ci-apres. Les numeros correspondent aux numeros des acides 
amines de la proteine naturelle. 

30 

En 5' , 



Bgl2 Ncol 


8 


9 


10 


. AGATCTCACC ATG 


GCC 


GTC 


GTT 


Met 


Ala 


Val 


Val 



<- P-gal - 

En 3', 

... CAA AAA TAA TAA TAA CCGGGCAGG GGGGATCC . . . 
... Gin Lys *** *** *** 
-> 



Exemale 7 - Clonaae du aene LacZ derriere les promoteurs P7.5 ou P11 

so [0071] La cassette LacZ, Bgl 2- Bam H1 , du pBSMutLacZI a ete donee dans les sites Bg!2- Bam H1 de p2P75 et de 
p2P1 1 pour generer respectivement p75Lac et p1 1 Lac. On obtient l'expression du gene LacZ chez E. col lorsqu'il est 
place derriere les promoteurs P7.5 ou P1 1. Les colonies transformees sont de couleur bleue sur un milieu contenant 
du X-Gal (substrat chromogene : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-P-D-galactopyranoside) qui engendre une coloration 
bleue sous Taction de la (5-galactosidase. Ce test prouve que le gene est fonctionnel. La cassette P1 1 Lac sous la forme 

55 d'un fragment Bgl2-Hind3 du plasmide p1 1Lac a egalement ete donee dans les sites Xhg2 et Hind3 du pACYC184, 
generant pACP1 1 Lac. La carte de p1 1 Lac est a la figure 5. 
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Exemple 8 - Clonage des cassettes P75Lac et P11Lac dans les plasmides PT1RB1 et pT!RB2 

[0072] Le fragment Bal2-BamH1 de p11Lac (ou pACPHLac) et te fragment Bgl2-BamH1 de p75Lac portent la cas- 
sette 'Promoteur P7.5 ou P1 1 suivi du gene LacZ' (exemp|e 7). Ces fragments ont ete clones dans les sites PamH1 de 

5 pTIRBI et de pTIRB2 (exemple 4), dans les deux orientations possibles, en nous aidant du phenotype LacZ pour le cri- 
blage. Six plasmides ont ete isoles parmi les huit recombinants possibles. Leur numerotation est donnee ci-dessous. 
Convenons que l'orientation *+' est celle qui place la transcription du gene LacZ dans le sens ORF1 vers ORF2 ou 
ORF2 vers ORF3, et I'orientation '-' celle qui correspond a I'orientation inverse. Dans le nom des plasmides, 'P75Lac* 
et 'P1 1 Lac' signiftent que ces cassettes sont en orientation '+', tandis que , LacP75' et 'LacP1 1 ' signifient que ces cas- 

10 settes sont en orientation '-'. A titre d'exemple, la carte du plasmide pTIRBI P75Lac est a la figure 6. 



*5 


N° 


Prom 


Site 


Ori 


Nom 


N° 


Prom 


Site 


Ori 


Nom 


3 


P7.5 


B1 


+ 


pTIRBIP 
75Lac 


8 


P11 


B1 


+ 


pTIRBI P 
11 Lac 


20 


4 


p7.5 


B2 


+ 


PTIRB2P 
75Lac 


9 


P11 


B1 




pTIRBI L 
acP11 


25 


5 


P7.5 


B2 




pTIRB2L 
acP75 


10 


P11 


B2 




pTIRB2L 
acP11 


30 


N° = numero donne au plasmide. 
Prom = promoteur. 

Site B1 ou B2 = site de clonage BamH1 introduit dans TIR. 

Ori = orientation. L'orientation est + lorsque le sens de transcription de LacZ est dans le sens ORF1 vers ORF2 ou 
ORF2 vers ORF3. L'orientation - est I'inverse. 
Nom = nom du plasmide de transfert. 



Exemple 9 - Mise au point des conditions de transfert et de cribla qe et isolement d e v irus recombinants 
35 CNP/LacZ 

[0073] Le principe de la construction d'un virus CNP recombinant est presente a la figure 1 . Le protocole de transfert 
est le suivant : 

40 Au jour J=1 1 par flasque de 25 cm 2 , on inocuie 2,5 1 0 6 cellules QT35 dans 5 ml de milieu de croissance (composi- 
tion decrite a I'exemple 1 ). 

[0074] Au jour J=2, on effectue le transfert : . 

45 Virus : un flacon de 1 ml de vaccin CNP lyophilise est rehydrate par 3 ml d'eau Milli Q sterile et conserve a -70°C. 
Ce stock de virus est degele et soumis a une sonication douce durant 1 minute. On dilue ensuite dans du milieu de 
culture reference E1 19-F12 et qui correspond au milieu E1 19 decrit a I'exemple 1 sans LAH, ni s6rum, ni fructose 
pour atteindre une multiplicity d'infection de 0.05 virus par cellule dans 2 ml de milieu. On remplace alors le milieu 
de culture par la suspension virale et on incube la culture 2 h a 38°C. 

so Plasmides : on melange 20 u.g de plasmide dans 400 ul d'eau et 100 u.l de CaCI 2 , 1-25 M, on ajoute goutte a goutte 
500 ul du tampon BBS (BES Buffer Saline) 2 fois concentre (50 mM de BES (Sigma), 280 mM NaCI, 1.5 mM 
Na 2 HP0 4 ; pH 7.0) et on incube entre 15 a 30 minutes a 25°C. Un ml de la preparation de plasmides est ensuite 
mis sur les cellules, apres elimination du milieu. Puis on incube 30 minutes a 38°C. On ajoute alors 4 ml de milieu 
sans LAH additionne de 5 % de FCS et de 15 mM Hepes (Sigma) pH 7,2. On incube a nouveau 4 heures a 38°C. 

55 Ensuite on remplace le milieu par 5 ml de milieu de croissance reference E199 (composition decrite a I'exemple 1 ). 

[0075] Au jour J=0, on recolte les virus comme decrit a I'exemple 1 . 

[0076] Le criblage se base sur la production de p-galactosidase mise en evidence par essai sur boTte de Petri "plaque 
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assay". Le protocole pour une boite de Petri de 6 cm est le suivant : 

Au jour J=1 : on inocule 2,5x1 0 6 cellules dans 5 ml de milieu de croissance. 

Au jour J=2 : on infecte cette culture avec 1 ml de virus aux dilutions 1:10 et 1:100, on incube 4 h a 38°C puis on 

5 ajoute 4 ml de milieu de croissance (composition decrite a I'exemple 1 ). 

Au jour J=3 : on remplace-le milieu par 5 ml d ! une couche d ? agarose composee de 1 volume d'agarose 2 % [Sea 
Plaque Agarose (FMC) dissout dans I'eau] et de 1 volume du melange suivant : 9 ml de milieu 199 2X (Gibco), 0.5 
ml de LAH (Gibco) et 0.1 ml de Hepes (pH 7.2, 15 mM final) et 1.0 ml de FCS. L'agarose fbndu et le melange sont 
maintenus a 38°C avant d'etre melanges. On laisse gelifier l'agarose 30 minutes a temperature ambiante puis on 

10 incube a 38°C. 

Au jour J=6 : on recouvre la culture par 2 ml de 1 % agarose dans du PBS (Gibco) contenant 0.3 mg/ml de X-Gal 
(5-Bromo 4-Chloro 3-lndolyl p-D-Galactopyranoside, Boehringer). Le X-Gal est dissout a 30 mg/ml dans du DMSO 
(Dimethyl sulfoxyde, Fluka). 

Au jour J=7 : on compte le nombre et la proportion de plages bleues par rapport au nombre de plages non colorees. 
15 Puis on preleve individuellement 5 plages a I'aide d'une pipette Pasteur. On conserve les virus dans 500 u.l de 
milieu de croissance a -70°C. 

[0077] Les frequences de recombinaison pour chaque plasmide sont reprises dans le tableau ci-dessous. La notation 
des virus recombinants est V suivi du numero du plasmide de transfert (tel que defini a I'exemple 8). Le pourcentage 
20 de recombinants varie de 0.1 % a 0.5 %, ce qui correspond aux donnees de la litterature pour les Pox. Une represen- 
tation des genomes recombinants est schematisee a la figure 7. 



Virus 


Bleu/total 


% 


Virus 


Bleu/total 


% 


V3 


7/1400 


0.5 


V8 


1/1000 


0.1 


V4 


10/2000 


0.5 


V9 


60/25000 


0.25 


V5 


15/5000 


0.3 


V10 


50/30000 


0.17 


Bleu/total = nombre de plages bleues/nombre total de pla- 
ges 

% = pourcentage de plages bleues. 



35 

Exemple 10 - Purification des virus recombinants CNP/LacZ 

[0078] Un clone est obtenu par purification successive d'une plage bleue sur boTte de Petri (comme decrit a I'exemple 
9). En principe, lorsque toutes les plages sont bleues, tous les virus expriment le gene LacZ et ne sont plus contamin6s 
40 par du virus sauvage. Trois a quatre passages sont necessaires pour atteindre cette homogeneite. A titre d'exemple, 
Involution de la proportion des plages bleues au cours des passages a ete : 



50 



55 



Nombre de passage 




1er 


2eme 


3eme 


4eme 


Virus 


Bleu/total 


% 


Bleu/total 


% 


Bleu/total 


% 


Bleu/total 


% 


V3 


20/200 


10 


40/50 


80 


22/22 


100 






V4 


1/20 


20 


20/30 


70 


95/100 


95 


100/100 


100 


V5 


50/500 


10 


2/5 


40 


30/30 


100 






V8 


50/200 


25 


4/5 


80 


8/8 


lOH 






V9 


1/5 


20 


1/1 


100 
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(suite) 



Nombre de passage 




1er 


2eme 


3eme 


46me 


Virus 


Bleu/total 


% 


Bleu/total 


% 


Bleu/total 


% 


Bleu/total 


% 


V10 


1/100 


1 


3/20 


15 


12/12 


100 






Bleu/total = nombre de plages bleues/nombre total de plages 






% = pourcentage de plages bleues. 













[0079] Sur une photographie en microscopie electronique d'une coupe des cellules QT35 infectees par le virus 
recombinant V8, des structures typiques des virus Pox sont clairement visibles, en particulier la structure interne qui a 
la forme d'un os de chien. 

15 

Exemple 11 - Production d'une arande quantite de chaaue recombinant 

[0080] Les six recombinants ont ete amplifies par trois passages successifs sur flasques. Le titre du second passage 
varie de 4 10 5 a 1.1 10 7 TCID50 (Tissue Culture Infectious Dose) par ml. Seul V10 a un titre plus faible de 10 4 . Les 
20 autres recombinants se multiplied en fait aussi bien que le sauvage pour lequel les titres se situent habituellement 
entre 10 5 et10 7 . 

Exemple 12 - Analyse par "plaque assay" de la stabilite du gene LacZ insere en TIR 

25 [0081] Le gdne LacZ insere dans le genome viral peut etre stable ou non, en fonction du type de recombinaison qui 
a eu lieu (ceci est explicits par Shuman et al, 1989). Ainsi, si il y a deux recombinaisons, de part et d'autre de I'insert. 
le gene LacZ insure est stable. Par contre, une simple recombinaison entrame I'insertion du plasmide de transfert com- 
plet, et done de LacZ. Ce virus donne des plages bleues. Mais le genome viral porte des sequences homologues en 
orientation directe dont la recombinaison peut entrainer la perte de I'insert et I'apparition de plages non bleues. 

30 [0082] D'autre part, chez les Pox, un changement dans la sequence d'une TIR peut §tre transfere vers I'autre TIR au 
cours des cycles d'infection et de replication du virus. Une double recombinaison peut inserer LacZ en TIR-L, la plage 
de ce virus apparait bleue. Au cours des infections suivantes, une recombinaison entre cette TIR-L recombinante et 
une TIR-R sauvage genere une population mixte de virus TIR-L/LacZ, TIR-L/LacZ - TIR-R/LacZ et WT (sauvage). 
D'autres recombinaisons peuvent par ailleurs generer le dernier type possible qui est TIR-R/LacZ. Par consequent, une 

35 plage bleue peut contenir trois types de virus : des virus qui ont perdu le gene LacZ, des virus qui portent une seule 
copie du gene LacZ et des virus qui portent deux copies du gene LacZ. 

[0083] On teste l'homogen6ite d'une preparation virale par un "plaque assay" apres quelques infections successives 
en milieu liquide (exemple 9). Les "plaques assay" des 36me passages des virus V3, V4, V5, V8, V9 et V10 ont fait 
apparaTtre les proportions de bleu suivantes : 

40 





Virus 


P3 : Bleu/total 


% 


P6 : Bleu/total 


% 


45 


V3 


60/70 


85 








V4 


80/90 


88 


70/80 


88 




V5 


95/100 


95 








V8 


50/50 


100 


40/40 


100 


50 


V9 


70/70 


100 








V10 


3/10 


30 






55 


P3 et P6 = 3eme et 6eme passage du virus. 

Bleu/total = nombre de plages bleues / nombre total de plages. 

% = pourcentage de plages bleues. 

- ~ pas realist. 
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[0084] En conclusion, les preparations des virus recombinants V8 et V9 sont homogenes. Le recombinant V8 est sta- 
ble jusqu'au 6eme passage. Par contre, les preparations V3 t V4 et V5 ne sont pas homogenes. Elles contiennent une 
proportion de 5 a 20 % de virus de type sauvage. Cette proportion est plus elevee encore pour V10. 

5 Exem ple 13 - Analyse des genomes des CNP/LacZ par Southern b lot 

[0085] On teste I'homogeneite d'une preparation virale par Southern blot (Maniatis et al, 1 982). Les fragments de res- 
triction des genomes des virus recombinants et des virus non recombinants sont distingues sur base de leur tallle. 
[0086] Le protocole de preparation de i'ADN viral est le suivant : 

10 

Au jour J=1 : on inocule une flasque de 25 cm 2 contenant 5 ml de milieu de crorssance avec 2x10° cellules QT35. 
Au jour J=2 : on infecte a une multiplicity defection de 0.01. 

Au jour J=5 : on detache les cellules a I'aide d'un racloir (Costar). On centrifuge 10 minutes a 6.000 g. Au culot de 
centrifugation, on ajoute 500 u.l de tampon de lyse compose de TrisHC1 10 mM, pH 8.0, EDTA 10 mM, SDS 0.1 %, 
15 RNAse 0.1 mg/ml, Proteinase K 0.1 mg/ml. On transfere les cellules dans un tube Eppendorf. Puis on agite la sus- 
pension obtenue et on I'incube 1 heure a 50°C. Ensuite on extrait la phase aqueuse 3 fois au phenol chloroforme. 
On precipite I'ADN par 0.3 M d'acetate de sodium et 2 volumes d'ethanol a -20°C durant 15 minutes. On centrifuge 
10 minutes a 18.300 g. On met le culot de centrifugation en suspension dans 500 |xl d'eau. De I'ordre de 5 uJ de 
cette suspension d'ADN total sont suffisants pour un Southern. 

20 

Pour le site B1 

[0087] Les genomes sont digeres EcoR1 . La sonde est le plasmide pTIRBI LacP75 digere par EcoR1 . Cette sonde 
distingue les fragments TIR-L et TIR-R recombinants et parentaux. Les fragments ont les tallies de 9.3 et 6.2 kb pour 
25 le virus sauvage, 7.4, 5J. (doulet) et 4.4 pour V3, 7.4, 4.9 et 4.4 kb pour V8 et enfin, pour V9, 10.4, 7.3 et 2J) kb (dou- 
blet). Les virus V8 et V9 ont acquis deux copies du gene LacZ, une dans chaque TIR, et ne contiennent pas de frag- 
ment TIR de type parental. C'est par contre le cas pour le virus V3. 

[0088] Puisqu'on peut doner une copie de LacZ dans chaque TIR, on conclut que le site d'insertion B 1 est non-essen- 
tiel pour le developpement du virus et pour sa croissance sur cellules en culture. D'autre part, le gene LacZ ayant une 
30 taille de 3 kb environ, I'isolement de ces doubles recombinants prouve qu'on peut inserer 6 kb par genome du virus 
CNR 

Pour le site B2 

35 [0089] Les Southern montrent la presence de fragments TIR-L et TIR-R recombinants, mais egalement des frag- 
ments parentaux dans les preparations de V4, V5 et V10. Ces trois preparations ne sont done pas homogenes. 

Exemple 14 - Alternative pour isoler u n double recombinant dans le site d'insertion B1 

40 [0090] L'evolution des recombinaisons dans les TIR predit I'apparition de double recombinant stable dans la descen- 
dance d'un virus porteur d'une TIR sauvage et d'une TIR recombinante. Des plages virales sont re-isolees d'un plage 
bleue a partir d'une boite de Petri "plaque assay", soit par un nouveau essai "plaque assay", soit sur des plaques de 
titration a 96 puits. On peut analyser le genome de chaque nouvelle plage soit par Southern, soit par PCR. Ces diff6- 
rentes possibilites ont ete exploitees. 

45 [0091] Le Southern effectue sur les genomes des virus de 10 plages bleues differentes issues d'un "plaque assay" 
du 3® me passage de V3 a montre que, sur les 10 plages, une preparation est homogene et contient une insertion de 
LacZ dans chacune des TIR. 

[0092] Pour la plaque de titration, la dilution est telle qu'il y a zero ou une plage virale par puit. Cette dilution optimale 
est 6valuee par une titration prealable. De bons resultats sont obtenus en infectant une plaque de titration (200 \l\ par 
so puit, 20 ml par plaque) avec 50 u.l de la suspension virale issue d'une boite de Petri "plaque assay" reprise dans 1 ml. 
Lorsque les plages sont bien visibles, les puits qui contiennent une plage sont notes. Apres un gel suivi d'un degel, 100 
jxl de milieu, par puit, sont preleves. 

[0093] Pour le PCR, I'ADN total est rapidement extrait dans les conditions suivantes : on centrifuge 10 minutes a 10 
000g, on reprend le culot dans 200 ui de tampon de lyse (Tris-HCI 10mM, pH 8.0, EDTA 10mM, SDS 0.1%), additionne 
55 de RNase (0.1 mg/ml) et de proteinase K (0.1 mg/ml) et on incube le melange ainsi obtenu 1 heure a 50°C. Puis on 
extrait la phase aqueuse trois fois au phenol/chloroforme. De cette phase aqueuse on precipite I'ADN a I'ethanol. On 
reprend le culot obtenu dans 50 pi d'eau. On utilise 10 \i\ de cette suspension par PCR. Les conditions de PCR mises 
en oeuvre sont celles recommandees par Perkin Elmer (GeneAmp DNA Amplification Reagent Kit). Les fragments 
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amplifies sont analyses sur gel d'agarose. 

[0094] Les primers 5168 et 5169 hybrident de part et d'autre du site d'insertion B1, respectivement en aval et en 
amont du site. Leur sequence est la suivante. 



10 



Numero 


Sequence de 5' vers 3' 


Complements re 
a 


5169 
5168 
3254 


5' CCTTTACTGTTAGTTCTAC AATCG AAATTATG C 3' 
5' CATGTAGATTTTAATCCGTTAACACGCGCAG 3' 
5' GCCGGAAAACCTACCGGATTGATGG 3' 


FPV 
FPV 
LacZ 



15 [0095] Un fragment de 220 bp est amplifie sur les TIR sauvages et un fragment de plus de 3kb pour la TIR recombi- 
nante contenant le gene LacZ. Pour la mise en evidence du gene LacZ, une seconde amplification utilise le primer 5168 
situe en aval du site B1 et le primer 3254 situe dans le gene LacZ. Un fragment de 674 bp est amplifie. Ce choix judi- 
cieux des primers permet done de distinguer les TIR recombinantes et les TIR non recombinantes. Une suspension 
virale est consideree homogene, double recombinant, si le fragment WT (sauvage) n'est pas amplifie. Les contrdles 

20 sont le genome du virus WT, les plasmides pTIRBI et pTIRBI Lac. 



25 



Primers 


Fragment sauvage 


Fragment recombinant 


5169 + 5168 
3254 + 5168 


220 bp 


3kb 
674 bp 


- = pas de fragment amplifie. 



30 

Exemple 15 - Expression du gene LacZ en culture de tissus par les viru s recombinants CNP/LacZ 

[0096] L'activite de p-galactosidase (P-gal) est mesuree en utilisant I'o-nitrophenyl- p-D-galactopyranoside (ONPG) 
comme substrat. L'enzyme convertit I'ONPG en galactose et o-nitrophenol de couleur jaune dont la quantitS est mesu- 

35 ree par absorption a 420 nm. Cette absorption est convertie en unite p-gal a I'aide d'une courbe de calibration selon la 
regie "1 unite Pgal = 1 umol d'ONP produit / 3x1 0 6 cellules / 60 minutes d'incubation des extraits a 28°C\ 
[0097] Cet essai "P-Gal" est mene comme suit, pour une flasque de 25 cm 2 de surface. Chez les Pox, on distingue 
les phases immediate et tardive de I'infection. La phase immediate est ia plus courte; elle dure environ 6 heures. Elle 
se termine au moment de la replication du genome. La phase tardive commence a la replication et se termine a la fin 

40 du cycle infectieux par la liberation de particules virales, soit trois jours plus tard. Pour avoir une expression suffisante 
de LacZ au cours de la phase immediate, on prolonge artificiellement la phase immediate par de la cytosine p-D ara- 
binofuranoside (AraC) qui est un inhibiteur de la replication. 

a. Cellules 

45 

[0098] Au jour J=1 , par flasque, on inocule 3x10 6 cellules QT35 dans 5 ml de milieu de croissance. 
[0099] Au jour J=2 : on infecte a une multiplied defection de 3 virus par cellule. On incube 1 heure a 38°C. Ensuite 
on enleve I'inoculum viral a I'aide d'une pipette. Puis on ajoute, par flasque, 5 ml de milieu de maintenance additionne 
ou non d'AraC (Sigma) a 40 ng/ml. On incube les cultures 16 heures a 38°C. 
so [0100] b. Recolte au jour J=3 

[0101] On racle !es cellules de la flasque. 

[0102] On centrifuge la culture 10 minutes a 6.000 g. On remet le culot de centrifugation en suspension dans 500 \i\ 
de PBS, on melange cette suspension et on la transfere dans un tube Eppendorf de 1.4 ml. 

[0103] Ensuite on lyse les cellules par I'addition de 50 \l\ de CHCI 3 et 5 uJ de SDS 10 %. On melange la suspension 
55 de cellules brievement. Puis on centrifuge cette suspension 5 minutes a 9.000 g. 
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c. Reaction enzvmatique 

[0104] Le substrat ONPG pour 25 echantillons est prepare comme suit : 27.7 mg ONPG (Sigma) et 50 ml de diluant 
compose de 1 ml MgS04 0.1 M et 1 ml 2-mercaptoethanol (Merck) dans un volume final de 100 mi de tampon (90 ml 
5 NaHP0 4 0.1 M pH 7.0. MgS0 4 0.1 M, mercaptoethanol 1 ml). 

[0105] On melange 1 .95 ml de la solution ONPG et 50 uJ de la suspension de cellules, que Pon incube 1 heure a 28 9 G/ 
Puis on ajoute a cette suspension 2 ml de Na 2 C0 3 1M et oh mesure I'absorbance de cette suspension a 420 nm. 
[0106] La comparaison de Pactivite p-gal pour les virus recombinants est donnee ci-dessous en unite p-gal. 



Virus 


Immediate (AraC) 


Immediate+Tardive (-AraC) 




Abs 


u p-gal 


Abs 


u P-gal 


wt 


0 


0 


0 


0 


V3 


0,28 


57 


0,58 


120 


V4 


0,34 


71 


0,58 


120 


V5 


0,26 


52 


0,49 


101 


V8 


0,05 


10 


0,65(1:5) 


670 


V9 


0,05 


- 10 


0,31(1:10) 


640 



wt = de type sauvage, non recombinant. 

Immediate (AraC) = phase de croissance immediate artificial em ent prolongee pendant 16 heures par I'AraC. 
Immediate+Tardive (-AraC) = phases immediate et tardive naturelles, sans AraC. 
Abs = absorbance. 

u p-gal = unite de p-galactosidase mesuree. 

1 :5 et 1 :1 0 = dilutions prealables des extraits 5 fois et 1 0 fois. 



[0107] Le promoteur P7.5 de Vaccinia fonctionne au cours des phases immediate et tardive de ['infection (V3, V4 et 
V5); le promoteur P11 a une activite tardive uniquement (V8 et V9); le promoteur P11 est plus fort que le promoteur 
P7.5. comme dans Vaccinia. La regulation temporelle ainsi que la force relative des deux promoteurs sont done con- 
35 servees dans le virus CNR que insertion soit en B1 ou B2 et quelle que soit rorientation de LacZ. 

Exemple 16 - Vaccination de poussins par du v irus recombinant CNP/LacZ. Protection contre la variole aviaire, 
Reponse immunitaire contre la B-qal 

40 [0108] On teste le pouvoir vaccinant des recombinants CNP/LacZ. Les deux criteres retenus sont la protection contre 
la variole aviaire et la reponse immunitaire contre la p-gaiactosidase. 

a. Administra tion par transpercement alaire 

45 [0109] Une suspension des virus recombinants V4, V8 ou une suspension de la souche CNP vacciniale ont ete injec- 
tees a des poussins ages d'un jour, certifies depourvus de pathogenes specifiques (SPF), par transpercement de la 
membrane alaire (methode dite "wing web')(WW). 

[0110] Les tests portent sur trois groupes de 28 a 30 poussins, vaccines par V4 ou par V8 ou par le CNP, et sur un 
groupe de 1 5 poussins non-vaccines comme contrdle negatif. 
so [0111] Chaque poussin vaccine a recu 1 0 u.l d'une suspension a 5 x 1 0 5 TCID50 (lissue Culture Infectious Dose) /ml 
de virus, equivalent a 5x1 0 3 TCID50 par oiseau. A 29 jours, les poussins ont ete mis en contact avec du virus virulent 
(souche Fowl Pox Challenge Virus obtenue de I'Aphis, USA). 

[0112] L'absence de lesions evaluee dix jours plus tard montre une protection de tous les poussins vaccines contre 
la variole aviaire. Par contre la moitie des poussins non-vaccines presentment des lesions. L'analyse des titres en anti- 
55 corps contre la p-galactosidase par un ELISA direct a montre que 21 des 29 (72%) poussins vaccines par les virus V4 
et 20 des 28 (71 %) poussins vaccines par le virus V8 presentent une seroconvertion, e'est-a-dire sont seropositifs. 
[0113] Le titre ELISA etant la derniere dilution qui donne une densite optique superieure a 100, le titre ELISA anti-p 
galactosidase moyen dans les serums de ces poussins est de 1 :800. 
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b. Administration par voie intramusculaire et sous cutanee 

[01 14] Des poussins d'un jour sont vaccinas au premier jour par 1 0 AA TCID50 virus V8 par voie intramusculaire (IM, 
27 poussins) ou sous cutanee (SC, 34 poussins). lis sont soumis a une epreuve 27 jours plus tard. lis sont proteges 
5 contre la variole aviaire (1 00%). La seroconversion contre la p-galactosidase est observee chez 24 des 27 (88%) pous- 
sins vaccines IM et chez 27 des 34 (79%) des poussins vaccines SC. 
[0115] En conclusion, les resultats d'immunisation montrent : 

- que les virus recombinants qui contiennent le gene LacZ dans les regions TIR de leur genome, au site B1 ou B2, 
10 ont conserve leur pouvoir immunogene; 

- que les promoteurs P7.5 et P1 1 fonctionnent chez I'animal; 

qu'une reponse anticorps est induite contre la ^-galactosidase, consideree ici comme une proteine necrologue 
exprimee par le recombinant CNR 

- que les voies intamusculaire (IM), sous cutanee (SC) et par transpercement de la membrane alaire (WW) sont 
15 equivalentes, a la fbis en terme de protection contre la variole aviaire et de pourcentage de seroconversion contre 

la p-galactosidase. 

Exemple 17 - Insertion des genes qui codent pour la alycoproteine E2 du virus de la bronchite aviaire dans les 
vecteurs de transfert 

20 

[01 1 6] Le virus responsable de la bronchite infectieuse aviaire (IBV) est un coronavirus. L'antigene de surface le plus 
important de ce virus est la prot6ine E2, composee de deux sous-unit6s S1 et S2 (Cavanagh, 1983, Cavanagh et al, 
1988). De nombreux serotypes existent, dont le Massachusetts, note M41 et des serotypes hollandais, notamment 
D1466 et D274 (Kusters et al, 1987). 
25 [0117] On developpe un vaccin recombinant CNP qui exprime la proteine E2 d'un IBV en vue d'obtenir un vaccin effi- 
cace contre le virus responsable de la bronchite infectieuse aviaire (IBV). 

[0118] Le gene de la proteine E2 du serotype M41 a ete obtenu du Dr. Kusters de I'Universite d'Utrecht (NL), ainsi 
que des larges fragments des genes E2 des serotypes D1466, D207 et D274. 

[0119] Une cassette Bam H1 du gene E2 de M41 a ete construite par mutagenese dirigee. Le gene complet de la 
30 souche D1466 et un gene complet hybride D207/D274 ont ete constants a partir des fragments, egalement sur des 
cassettes compatibles avec Bam H1 . Ces trois cassettes ont ete donees en aval du promoteur P7.5, generant les trois 
plasmides p75M4 1 , p75D 1 466 et p75D207. 

[0120] Les cassettes P7.5-E2 sont donees dans le site Bam H1 du vedeur de transfert pTIRBI puis la cassette 
P11Lac est donee en aval de E2, dans le site BamH1. Ces plasmides de transfert sont pTIRB1P75M41Lac, 

35 pTIRBI P75D1466Lac et pTIRBI P75D207Lac. Les virus recombinants sont constants par transfert et purifies comme 
decrits aux exemples 9, 1 0 et 1 1 . Les genomes sont analyses par Southern blot comme decrit a Pexempie 13. L'expres- 
sion de l'antigene E2 est mise en evidence par des techniques immunologiques ELISA, Westernblot ou immunofluo- 
rescence a I'aide d'anticorps specifiques. Un stock de virus recombinants est produit. Des volailles sont vaccinees avec 
une dose de ces recombinants. L'efficacite du vaccin est evaluee apres une infedion par des virus pathog^nes selon 

40 les methodes classiques pour la bronchite infectieuse et par evaluation du taux d'anticorps contre le virus. 

Exemple 18 - Insertion d'un aene d'Eimeria dans les plasmides de transfert - Construction de recom binants 
C NP /TA 4 

45 [0121] Le genre Eimeria comprend des parasites de la volaille responsables de la coccidiose. Des antigenes de sur- 
face ont ete decrits, en particuiier pour les especes E. tenella . E. necatrix . E. maxima (demande de brevet europeen 0 
164 176 et 0 231 537). 

[0122] On developpe un vaccin recombinant efficace contre la coccidiose. 

[0123] L'antigene de E. tenella . note TA4 ou A4, est une proteine de 25 Kd, composee de deux sous-unites de 17 Kd 
so et 8 Kd reliees par un pont disulfure. Le gene a ete isole d'une banque genomique et egalement a partir du mARN. La 
description complete du gene a et6 publiee dans les demandes de brevet precitees. 

[0124] Une cassette Bam H1 du gene TA4 a ete construite par sous-clonage. Le plasmide pTA406 contient la 
sequence codante de TA4. Le plasmide pTA410 porte le gene TA4 avec une modification dans la sequence proteolyti- 
que qui separe les deux sous-unites. Par mutagenese dirigee, la sequence native Arg-Arg-Leu a ete remplacee par la 
55 sequence Arg-Glu-Lys-Arg (decrite par Kieny et al, 1988). Ces deux cassettes Ba m H1 ont ete donees en aval du pro- 
moteur P7.5 du plasmide p1P7.5, dans i'orientation qui place le gene TA4 sous le contrdle de P7.5. 
[0125] Les cassettes P7.5-TA406 et P7.5-TA410 sont donees dans le site Bam H1 du vecteur de transfert pTIRBI D. 
Puis la cassette P11-Lac est donee dans le site BamH1, en aval du gene TA4. Les plasmides de transfert sont 
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pTIRTA406Lac et pTIRTA410Lac. 

[0126] Les virus recombinants ont ete obtenus par transfert comme decrits aux exemples 9, 10, 11. Des plages 
bleues sont obtenues. Le recombinant porteur du gene TA406 est le V20; !e recombinant porteur du gene TA410 est le 
V21. 

5 [0127] Un virus V21 double recombinant, c'est a dire porteur d'une copie de TA410 et de LacZ dans chaque TIR, est 
purifi6 sur plaque de titration et son genome-analyse par PGR-, comme decrit a I'exemple 14. Les primers utilises et la 
taille des fragments amplifies sont repris dans le tableau ci-dessous. Le primer 1871 est complementaire au gene LacZ. 
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Primers 


Fragments sauvages 


Fragments recombinants 


5169 + 5168 
5169 + 1871 


220bp 


4kb 

1.2 Mb 



[0128] L'expression de Pantigene TA4 est mise en evidence par des techniques immunologiques ELISA, Western blot 
ou immunofluorescence a I'aide d'anticorps specifiques. 

[0129] Un stock de virus recombinants est produit. Des volailles sont vaccinees avec une dose de ces recombinants. 
20 Uefficacite du vaccin est 6valuee apres une epreuve ("challenge") par Eimeria virulents selon les methodes classiques 
pour la coccidiose, dont I'analyse des serums, ia vitesse de la prise de poids et les signes cliniques. 

Exemple 19 - Insertion du gene de la polyproteine du Gumboro dans le s vecteurs de transfert 

25 [0130] L'agent responsable de la maladie de Gumboro est un virus de la famille des Birnaviridae. Le virus, appele 
IBDV (infectious Bursal [Disease Virus) provoque une maladie fort contagieuse (maladie de Gumboro) qui affecte les 
jeunes poulets et se caracterise par la destruction des cellules lymphoTdes de la bourse de Fabricius. Le virus possede 
un genome constitue de 2 segments d'ARN double brin, appeles segment A (environ 3400 paires de bases; pb) et seg- 
ment B (environ 2900 pb). Les particules virales sont non enveloppees et de forme icosahedrale d'environ 60 nano- 

30 metres de diametre. Quatre proteines virales ont ete clairement identifies : VP1 , d'un poids moleculaire (PM) de 90 K 
(K: kilodalton); VP2, PM de 37 K a 40 K; VP3, PM de 32 K a 35 K et VP4, PM de .24 K a 29 K (Dobos 1 979; Fahey et 
al. 1985). VP2 est derivee d'un precurseur VPX d'un PM de 41 K a 54 K. 

[0131] Le segment B code pour VP1 qui est vraisemblablement la polymerase virale. Le segment A code pour les 3 
autres proteines. Celles-ci sont generees par clivage proteolytique a partir d'un precurseur d'un PM d'environ 110 K 
35 correspondent a une grande phase ouverte de lecture du segment A. La proteine VP4 est impliquee dans ce clivage 
proteolytique (Jagadish et al 1988). Les proteines VP2 et VP3 constituent la capside virale. VP2 contient les determi- 
nants antigeniques capabies d'induire la synthese d'anticorps neutraiisant le virus (Becht et al 1988; Fahey et al 1989). 
[0132] Un vaccin Fowlpox recombinant contre la maladie de Gumboro est developpe. 
[0133] Les etapes de ce developpement sont les suivantes : 

40 

1. L'isolement du materiel genetique de la souche IBDV choisie, a savoir la souche EDGAR. La souche de virus 
EDGAR est accessible aupres du departement de I'agriculture des Etats-Unis (USDA, APHIS 6505 Belcrest Road, 
Hyattsville, MD 20782, Etats-Unis). 

2. La synthese, le clonage et la determination de la sequence nucleotidique de I'ADNc correspondant au segment 
45 A. 

3. L'insertion de I'ADNc ainsi que des sequences necessaires a i'expression de ce materiel genetique dans les cel- 
lules animales infectees par le Fowlpox et les sequences permettant le criblage des virus Fowlpox recombinants, 
dans le plasmide de transfert pTIRBI decrit dans I'exemple 4. 

4. L'isolement, la purification des virus recombinants. 
so 5. L'analyse genetique des virus recombinants. 

6. L'analyse de I'expression in vitro, en culture de cellules, des genes de I'lBDV portes par ces virus recombinants. 

7. La vaccination de poussins par les virus recombinants et i'analyse de la protection contre la maladie de Gum- 
boro. 

55 Etape 1 

[0134] L'ARN viral de la souche EDGAR a ete isole a partir de bourses de poulets infectes par le virus. 

[0135] Environ 40 g de bourses, recoltees 7 jours apres infection par le virus, sont broyees dans 40 ml du tampon 
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TNE (TNE: TRIS-HCI 10 mM, NaC! 100 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Le broyat est centrifuge a 17.000 g et ia phase 
aqueuse obtenue deposee sur un gradient de sucrose prefbrm6 constitue de 2 couches, 40 % et 60 % en sucrose (% 
en poids/volume, dans le tampon TNE). Le gradient est centrifuge a 134.000 g durant 2 heures 30 minutes. Inter- 
phase 40 % - 60 % du gradient de sucrose est recoltee et contient du virus partiellement purifie. 5 ml de cette phase 
5 sont ajoutes a 5 ml de tampon contenant TRIS-HC1 10 mM, NaC1 100 mM, SDS 0.5 %, EDTA 10 mM, Proteinase K 2 
mg/ml, pH 7.5. Le melange estincube-1 heure a 37°C. La phase aqueuse est ensuite extraite.au phenol/. chloroforme. 
Les acides nucleiques de la phase aqueuse sont precipites a I'ethanol en presence de 0.8 M de LiCI et repris dans 500 
u.l d'eau. 

10 Etape2 

[0136] La synthese et I'amplification de PADNc correspondant au segment A ont ete realisees suivant la methode 
decrite dans "GENEAMP RNA PGR KIT, PERKIN ELMER CETUS" et a I'aide d'oligonucleotides synthetiques ou "pri- 
mers", complementaires a la sequence du segment A, comme amorce de synthese du premier brin d'ADN par la trans- 
15 criptase inverse. Le choix de ces oligonucleotides synthetiques a ete defini par I'analyse des sequences publi6es des 
segments A d'autres souches d'IBDV: la souche Australienne 002-73 (Hudson et al, 1986), la souche allemande CU-1 
(Spies et al, 1989) et la souche Britannique 52/70 (Bayliss et al, 1990). La sequence des primers et leur position par 
rapport au segment A de la souche EDGAR sont reprises sur les figures 8 et 9. 

[0137] L'analyse des sequences publiees des souches d'IBDV indique qu'en plus d'une grande phase ouverte de lec- 
20 ture, ORF1 , codant pour les proteines VP2, VP4 VP3, il existe deux autres phases ouvertes de lecture sur le meme brin 
codant du segment A. L'une, ORF2. initiee 34 pb en amont de I'ATG de I'ORFI chevauche cette derniere et a une lon- 
gueur de 435 pb. L'autre, ORF3, est initiee 32 pb en amont de l'ORF2 et a une longueur de 31 pb. Le role eventuel de 
ces ORF dans la biologie du virus n'est actuellement pas defini. 

[0138] Quatre fragments d'ADN c double brin ont ete gen6res, delimites respectivement par les paires de "primers", 
25 0-1b (585 pb), 1-2 (1 129 pb), 3-4 (670 p), 5-6 (1301 pb) et couvrant les ORF1 et ORF2 du segment A (voir figure 8). 
Ces fragments ont ete clones dans les plasmides pBSPIus ou pBSLKI ; six plasmides ont ainsi ete construits (voir figu- 
res 8 et 10) : 
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Nom du plasmide 


Taiile (pb) 


Schema de construction 


pBSIBDVO 


3478 


pBSPIus (Pst1 + Hinc2) + fragment Esi1 de 277 pb du fragment 0-1 b 


pBS1A2 


3932 


pBSLKI (Pst1 + T4 DNA polymerase, Sac1) + fragment Sac.1 de 760 pb du frag- 
ment 1-2 


pBS1B 


3538 


pBSLKI (PsI1 + T4 DNA polymerase, Sac1 ) + fragment Sac1 de 369 pb du frag- 
ment 1-2 


pEDGAR34i 


3887 


pBSLKI (PsJ1 + T4 DNA polymerase, Hinc2) + fragment 3-4 de 670 pb 


pBS3A 


4175 


pBSLKI (PsJ1 + T4 DNA polymerase, SpM ) + fragment SpJil de 956 pb du frag- 
ment 5-6 


pBS3B 


3509 


pBSLKI (Pst1 + T4 DNA polymerase, Sph1) + fragment Spill de 345 pb du frag- 
ment 5-6 



45 

[0139] Les sequences nucleotidiques des fragments IBDV de ces plasmides ont ete determinees et alignees de 
maniere a reconstituer la sequence du segment A de la souche EDGAR amplifie par PCR (voir figure 9). Les sequen- 
ces originales de la souche EDGAR, qui ont ete remplacees par I'utilisation des "primers" definis sur base des sequen- 
so ces publiees d'autres souches d'IBDV, ont egalement ete determinees a partir des produits d'amplification de ces 
regions a I'aide de "primers" situes a I'exterieur de celles-ci. 

[0140] La reconstruction du segment A, a partir des clones obtenus, est schematised sur la figure 10. 
[0141] Les etapes sont les suivantes : 

55 
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1. Construction de DEDGAR12 : 
[0142] 

5 pBS1 A2 (EcoR1 + T4 DNA polymerase, §ac.1 ) 

+ pBSTB (Sph1 + T4 DN A polymerase, Sac/I ) 

2. Construction de DEDGARM12 par mutagenese diriqee sur pEDGAR12 : 
10 [0143] 

a. deletion du site Sph 1 de pEDGAR12 situe en amont de la sequence IBDV : 

Sphl 

15 Sequence originale 5' GTCTGATCTCTACGCATGCAAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGG 3 
"Primer" de mutagenese 5' GTCTGATCTCTACGGTTCCCTTTAGTGAGGG 3' 

20 

b. deletion du site EcoR1 de pEDGAR12 et introduction d'un site Spill, en aval de la sequence IBDV; 
sequence originale : 

25 sequence originale : 

EcoRl 

5' CGACTCACTATAGGGCGAATTCCCCCCAGCGACCGTAACGACTG 3' 

<- IBDV 

30 

"Primer" de mutagenese ; 

Sphl 

5' CGACTCACTATAGGGCGGATCCCGCATGCCCCAGCGACCGTAACGACTG 3' 
35 <- IBDV 

40 3. Constructio n rie pACEDG ARM 1 2 : 

[0144] Insertion du fragment Bcl1- Sph 1 de pEDGARM12 dans les sites BcJ1-SpJi1 de pACYC184 
4. Construction de pEDGARM34i par mutaoenese diria ee sur pEDGAR34i : 

45 

[0145] Remplacement du site Spill par un site NsM ; 
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Remplacement du site Sph l par un site Nsil; 

Sphl 

Sequence originale : 5' GCTCGAAGTTGCTCAGGCATGCAAGCTTTTG 3' 
' • IBDV -> 

Nsil 

"Primer" de mutagenese : 5' GCTCGMGTTGCTCATGCATGCAAGCTTTTG 3' 

IBDV -> 



15 

5. Construction de DEDGAR45 : 
[0146] 

20 pBS3A ( Hinc 2 + Pst1 ) + fragment Hinc2-Pst1 de pEDGAR34i 

6. Construction de DACEDGAR14 : 
[0147] 

25 

pACEDGARMI 2 (Sphl + T4 DNA polymerase, BamH1 ) 
+ pEDGARM34i (Nsil + T4 DNA polymerase, EamH1) 

7. Construction de pACEDGAR15 : 

30 

[0148] 

pACEDGARU (BamH1 + T4 DNA polymerase, Sa]1 ) + pEDGAR45 (Pyu2-SaJ1 ) 
35 8. Constructi on de dACEDGARI : 
[0149] 

pACEDGAR15 ( Sph l + EcoRv) '+ pBS3B (Sphl + Pyu2). 

40 

[0150] Ce plasmide contient la sequence complete de TORF1 du segment A sur le fragment Bcj1-BamH1 ■ 
9. Construction de pBSlBDVQb oar mutaoenese dirjqSe de PPSIBDV O : 
45 [0151] Introduction de TORF3 dans pBSIBDVO, qui porte le debut des ORF1 et ORF2; 

50 



55 
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Sequence originale: 

pBSplus -> — ORF2— > 

5' CCCGGGGATCCTCTAGAGTCCCTCCTTCTACAACGTGATCATTGATGG 3' 

Bell 

"Primer" de mutagenese i 



— ORF2— > 



pBSplus -> 0RF3 > 

5' CCCGGGGATCCTCTAGAGTCrTGATCAGGATGGMCTCCrrCCTTCTACAACGCTAT 3' 

Bell 



10. Construction de pACEDG AR2 et PACED GAR3 : 

[01 52] Les plasmides pACEDGAR2 et pACEDGAR3 ont ete obtenus par echange de la region Bcj1 -Rsr2 du plasmide 
pACEDGARI par le fragment Bcl1-Rsr2. respectivement, des plasmides pBSIBDVO et pBSIBDVOb. 
[0153] Les 3 plasmides pACEDGARI , pACEDGAR2 et pACEDGAR3 permettent done d'isoler sur un fragment BcJ1 - 
Bam H1 , respectivement, I'ORFI , les ORF1-ORF2 et les ORF1-ORF2-ORF3 du segment A de la souche EDGAR. 
[0154] Les sequences de ces 3 plasmides, du cote de I'ATG des ORF spnt representees ci-apres : 

Bell 

pACEDGARI: 5' TGATCACAGCGATGACA ... V 

0RF1 > 

Bell 

pACEDGAR2: 5' TGATCATTGATGGTTAGTAGAGATCAGACAAACGATCGCAGCGATGACA .-.3' 

0RF2 - > 

-~ -0RF1 > 



Bell 

pACEDGAR3: 5' TGATCAGGATGGAACTCCTCCTTCTACAACGCTATCATTGATGGTTAGT ... 3' 

0RF3 > 

0RF2 > 



Etape 3 

[0155] Ces fragments Bcl1-BamH1 ont ensuite ete clon6s dans le site BamH1 du plasmide p2P75, generant les plas- 
mides p75EDGAR1 , p75EDGAR2 et p75EDGAR3, et placant la ou les sequences codantes du segment A sous le con- 
trole du promoteur P7.5. Ces sequences codantes ont egalement ete placees sous le controle du promoteur P11. Le 
fragment Bcl1- Bam H1 du plasmide pACP11 et portantie promoteur P11 a ete insere dans le site BamH1 des plasmi- 
des pACEDGARI, pACEDGAR2 et pACEDGAR3 pour generer, respectivement, les plasmides p1 1EDGAR1, 
p1 1 EDGAR2 et p1 1 EDGAR3. 
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[0156] Des cassettes Bcl1-BamH1 P75-EDGAR ou P1 1-EDGAR ont ete isolees de ces differents plasmides et inse- 
rees dans le site BamH1 du plasmide pTIRBI produisant les plasmides pTIR75EDGAR1 , pTIR75EDGAR2, 
pTIR75EDGAR3, pTlR11EDGAR1, pTIR1 1 EDGAR2 et pTIR11EDGAR3. L'orientation des cassettes Bcl1-BamH1 
dans le plasmide pTIRBI qui a ete conservee est telle que le sens de la transcription initiee a partir des promoteurs 

5 P7.5 et P1 1 coYncide avec celui des ORF1 et ORF2 presentes dans le plasmide pTIRBI . 

[0157] Le fragment Bgl2-BamH1 du plasmide pACPHLAC, portant la cassette P11-LACZ, a ete insere dans le site 
BamH1 des plasmides pTIR75EDGAR1 et pTIR75EDGAR2 pour generer, respectivement, les plasmides 
pTIR75E1LAC et pTIR75E2LAC. L'orientation de P11-LACZ dans ces plasmides est telle que le sens de transcription 
du gene LACZ coincide avec celui des ORF1 et ORF2. 

w [0158] De maniere analogue, les plasmides pTIR11E1LAC, pTIR11E2LAC et pTIR11E3LAC ont ete generes par 
insertion, au site BamH1. respectivement des plasmides pTIR1EDGAR1, pTIR1 1 EDGAR2 et pTIR11EDGAR3, de la 
cassette P75-LACZ isolee sous forme d'un fragment Bgl 2- Bam H1 du plasmide p75LAC. 

[0159] Enfin le plasmide pTIR1 1 VP2LAC a ete genere en inserant dans les sites EpjjMI (traite a PADN polymerase 
T4) et !gJ2 du plasmide pTIR11E1LAC le fragment Xbfil (traite a I'ADN polymerase T4)-BgJ2 du plasmide 

is p1 1 EDGAR1 . Le plasmide de transfert pTIR1 1VP2LAC contient, sous le contrdle du promoteur P1 1 , la sequence com- 
plete de la proteine VP2 ainsi que la partie amino-terminale de la proteine VP4; de par la construction, sont fusionnes, 
en phase, les trois derniers acides amines (Asp, Leu, Glu; partie carboxy-terminale de VP3) et le codon de fin de tra- 
duction (TGA) de la polyproteine. En se referant a la figure 9, cette prot6ine heterologue correspond done a une partie 
de la polyproteine comprenant les acides amines 1 a 493 suivis des acides amines 1010 a 1012, dans laquelle est 

20 incluse ia proteine VP2. 

[01 60] A titre d'exemple, le plasmide pTIR75E1 LAC est represents dans la figure 1 1 . 

Etape4et Etape5' 

25 [0161] Les virus recombinants du Fowlpox dans lesquels ont ete integres les ORFs de la souche Edgar ont ete isoles, 
purifies et caracterises suivantles methodes decrites dans les exemples 9, 10, 11, 12, 13 et 14. 
[0162] La notation des virus recombinants est : 



30 



V11 


= P7.5E1 


V12 = 


P7.5E2 


V14 


= P11E1 


V15 = 


P11E2 


V17 


= P11VP2 


V16 = 


P11E3 



[0163] Les primers utilises pour la selection des TIRs doubles recombinantes en PCR distinguent les TIR WT, les TIR 
contenant LacZ, E1, E2, E3 ou VP2. Des combinaisons de primers et la taille des fragments amplifies sont dans le 
tableau ci-dessous. 

40 [0164] Les primers IBDV16, 3, 1b et 22 hybrident avec IBDV. Les primers IBDV16, 1b et 3 hybrident avec la partie 
codante de VP2. Le primer IBDV22 hybride avec la partie codante de VP3, et done pas avec le genome du V17. Les 
primers 5168 et 5169 hybrident avec le FPV. Le primer 1871 hybride avec le gene de la 0-galactosidase. La sequence 
de ces primers est definie dans le tableau "Liste et sequences des primers". 

45 



Primers 


Virus 


Fragments (nt) 


5169 + 5168 


WT 


220 




recombinants 


6.0 kb 


5169+ 1871 


V8 


310 




recombinants 


3.6 kb 



55 
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(suite) 
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Primers 


Virus 


Fragments (nt) 


5169 + IBDV16 


V11 


341 




V14, V17 


339 




V12 


373 




V15 


371 




V16 


402 


5169 + IBDV1b 


V17 


766 


IBDV22 + 1871 


V11, V12 


379 




V14, V15, V16 


479 




V17 




IBDV3+ 1871 


V14, V15.V16 


2280 




V17 


732 



20 

Etape 6 

[0165] L'expression des antigenes IBDV des virus recombinants dans les cellules QT35 a 6te comparee. 
[0166] Les anticorps utilises, dresses contre la souche d'IBDV Cu-1 , ont ete aimablement fburnis par le Professeur 
25 H. MQIIer, Instittit fur virologie, Justus-Liebig-Universitat, Giessen, Allemagne. 
Ce sont: 

1° un serum polyclonal (N° B22) de lapin hyperimmunise contre la souche Cu-1 

2° un anticorps monoclonal de souris anti-VP3 (N° I/A1 0) reconnaissant la proline VP3 sous forme native et dena- 
30 turee 

3° un anticorps monoclonal de souris anti-VP2 (N° B1) reconnaissant un epitope conformationnel de la proteine 
VP2; I'anticorps B1 est un anticorps capable de neutraliser la souche virale Cu-1 . 

a. Conditions experimentales de I'infection 

35 

[0167] 

Au jour J=1, parflasque de 25 cm 2 , on inocule 2.5 10 6 cellules QT35 dans 5 ml de milieu de croissance (composi- 
tion decrite a I'exemple 1 ). On prepare huit flasques. 
40 Au jour J=2, on infecte les cellules a une multiplicity d'infection de 0 ( 01 virus par cellule avec chaque virus recom- 
binant, V1 1, V12, V14, V15, V16, V17, V8 (contrdle n6gatif) et IBDV (souche Bursine 2, contrdle positif). 

[0168] Au jour J=5, on r6colte les cellules infectees et le milieu apres un get suivi d'un degel. 

45 b. Analyse des produits depression par ELISA de type sandwich 

[0169] Le test ELISA est realise en utilisant comme premier anticorps I'anticorps polyclonal B22 et comme deuxieme 
anticorps soit !e monoclonal anti-VP3 (N° I/A1 0) soit I'anticorps monoclonal neutralisant anti-VP2 (N° B1 ). Les courbes 
ELISA sont presentees aux figures 12A, pour l'anti-VP3, et 12B, pour l'anti-VP2. 
so [0170] Les resultats de ces analyses montrent que: 

1 - Figure 12A : la proteine VP3 est exprimee dans tous les recombinants (V1 1 , V12, V14, V1 5 et V16) qui contien- 
nent au moins la sequence codant pour la polyproteine (ORF1 , prolines VP2-VP4-VP3), mais pas dans le recom- 
binant V17, puisqu'il ne contient que la region codant pour VP2 et la partie aminoterminale de VP4, ni le 
55 recombinant V8, puisqu'il ne contient aucune sequence d'IBDV. 

Le niveau d'expression de ia proteine VP3 est plus faible dans les recombinants V11 et V12 que dans les 
recombinants V1 4, V1 5 et V1 6, ce qui est vraisemblablement en correlation avec la force des promoteurs presents 
dans les differents recombinants: Tactivite du promoteur p7.5 (recombinants V11 et V12) §tant moins forte que 
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celle du promoteur p1 1 (recombinants V14, V1 5, V1 6) (voir exemple 15). 

On n'observe pas de difference de niveau d'expression de VP3 en fbnction des phases de lectures du segment 
A introduites dans les differents recombinants: ORF1 pour les recombinants V1 1 et V14, ORF1 + ORF2 pour les 
recombinants V1 2 et V1 5 et ORF1 + ORF2 + ORF3 pour le recombinant V1 6. 
5 2 - Figure 12B : la proteine VP2 est exprimee dans tous les recombinants a I'exception de V8 qui ne contient pas 
de sequences d'IBDV 

[0171] Le niveau d'expression est le plus eleve pour le recombinant V17; dans ce cas, il est proche de celui de la 
proteine VP2 exprimee dans les cellules infectees par le virus IBDV. 
10 [0172] On observe a nouveau une correlation entre la force des promoteurs presents dans les differents recombi- 
nants et le niveau d'expression de la proteine VP2. 

[0173] Ces resultats montrent, d'une part, que I'epitope de la proteine VP2, reconnu par I'anticorps neutralisant B1 
dresse contre la souche Cu-1, est 6galement present dans la proteine VP2 de la souche americaine Edgar, et d'autre 
part, que la conformation originale de la proteine VP2 est, dans tous les recombinants, conservee au moins dans cette 
15 region. 

c. Analyse des produits d'expression par Western blot 

[0174] L'analyse, par Western blot, des proteines produites par les differents recombinants a ete realisee d'une part, 
20 a I'aide du serum polyclonal (B22) reconnaissant I'ensemble des proteines IBDV et d'autre part, a I'aide de I'anticorps 
monoclonal anti-VP3 (I/A10). 

[0175] Les resultats, lllustres par la figure 13 A, montrent que le serum polyclonal reconnait dans les extraits de cel- 
lules infectees par I'lBDV essentlellement 3 proteines correspondant a VP2 (- 40 kd), VP3 (- 32 kd) et VP4 (- 28 kd). 
Une proteine d'environ 46 kd est egalement observable et pourrait constituer le precurseur (VPX, - 48-49 Kd) de VP2. 

25 [0176] Pour tous les recombinants (V1 1, V12, V14, V15 et V16) qui contiennent au moins la sequence codant pour 
la polyproteine (ORF1, VP2-VP3-VP4), des proteines d'un poids moleculaire (PM) coTncidant respectivement avec 
VP3, VP4 et vraisemblablement VPX sont mises en evidence par le serum polyclonal anti-IBDV (Figure 13 A). Pour le 
recombinant V17, une seule proteine dont le poids moleculaire est proche de celui de la proteine de fusion VP2 + 
region amino-terminale de VP4 (~ 52 kd) est detectee. 

30 [0177] L'anticorps monoclonal anti-VP3 (Figure 1 3 B) reconnait essentiellement deux proteines, VP3 et probablement 
un produit de degradation de VP3, dans les cellules infectees par I'lBDV et tous les recombinants exprimant la polypro- 
teine. Aucune proteine d'IBDV n'est reconnue dans le recombinant V17 exprimant la proteine de fusion VP2-VP4. 
[0178] L'ensemble de ces resultats indiquent que la phase de lecture codant pour la polyproteine (ORF1 ) est traduite 
dans tous les recombinants independamment de la presence des phases de lecture additionnelles ORF2 (recombi- 

35 nants V12, V15) ou ORF2 et ORF3 (recombinant V16). Le clivage de la polyproteine precurseur est correctement rea- 
lise mais semble incomplet en ce qui concerne VP2; il a ete suggere que la maturation complete du precuseur VPX se 
r6aliserait lors ou apres le transport des particules virales IBDV vers la surface des cellules (MQIIer et al, 1982). 

Etape 7 

40 

[0179] On teste le pouvoir vaccinant des recombinants FPV/IBDV. 
a. Seroconversion par V1 1 

45 [0180] Une premiere campagne de vaccination par un recombinant FPV/IBDV a compare la seroconversion contre la 
P-galactosidase et contre le virus IBDV pour trois voies d'ad ministration differentes : par voie intramusculaire (IM), sous 
cutanee (SC) et par transpercement de I'aile (WW ou wing web). 

[0181] Des poussins d'un jour sont vaccines avec 10 44 virus recombinants V1 1 selon les trois voies d'administration 
IM, SC ou WW. lis sont euthanasies 1 1 jours plus tard. 
so [0182] L'analyse des serums par ELISA direct a montre que 2/14 (14%) poussins vaccines par voie intramusculaire, 
3/6 (50%) poussins vaccines par voie sous-cutanee et 8/15 (53%) poussins vaccines par transpercement de I'aile ont 
des anticorps contre la p-galactosidase, tandis que 5/14 (36%) poussins vaccines par voie intramusculaire, 1/6 (17%) 
poussins vaccines par voie sous cutanee et 1 /1 5 (7%) poussins vaccines par transpercement de I'aile ont des anticorps 
contre le virus IBDV. 

55 [0183] En conclusion, les proteines de I'lBDV sont exprimees par le recombinant FPV/IBDV1 1 chez I'animal vaccine 
et induisent une reponse anticorps chez quelques poussins. Des trois voies d'administration, la voie intramusculaire 
induit une reponse superieure aux deux autres. 
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b. Protection p recoce oar V1 1 . V1 5 et V1 6 

[01 84] Des poussins d'un jour ont recu une dose de 1 0 4 - 4 virus V8 (contrdle negatif), V1 1 , V1 5 ou V1 6 par voie intra- 
musculaire et ont ete challenges 10 jours plus tard par 100 LD50 (100 fois la dose lethale) du virus 849VB administre 
5 par voie oculaire. La souche 849VB est decrite par Van Den Berg et al, 1 991 . 
[0185] Les poussins sont euthanasies 20 jours plus tard. 

[0186] Le rapport, multiplie par 100, entre le poids de la bourse et le poids total est un indice de protection. 

[0187] Chez le groupe contrdle vaccine par V8 et non soumis a I'epreuve IBDV, ce rapport est de 0.57 (moyenne de 

10 poussins). 

10 [0188] Chez le groupe V8 soumis a I'epreuve, ce rapport passe a 0.1 1 (9 poussins). 

[0189] Chez les poussins vaccines par V1 1, V15 et V16, ces rapports sont respectivement de 0.11 (20 poussins), 
0.12 (18 poussins) et 0.12 (18 poussins). 

[0190] Sur base de ce critere, il n'y a pas de protection precoce contre ie virus IBDV par les recombinants V1 1, V15 
etV16. 

15 

c. Protection tardive par V1 1 , V1 5 et V1 6 

[0191] Des poussins vaccines parV8, V11, V15 et V16, comme decrit au point precedent, ont ete soumis a I'epreuve 
IBDV 42 jours apres {'injection. 

20 [0192] Les serums preleves avant I'epreuve sont analyses par la methode ELISA pour evaluer la reponse anticorps 
contre la p-galactosidase et le virus IBDV. 

[01 93] La reponse anti-p-galactosidase montre que 1 00% de seroconversion est obtenue chez tous les poussins vac- 
cines, soit 70 poussins au total. Les titres varient de 1:200 a 1:51200. II n'y a pas de difference significative entre les 
titres obtenus pour V1 1 , dont le gene LacZ est sous le contrdle de P7.5, et V8, V15 et V16, dont les genes LacZ sont 

25 sous le contrdle du promoteur P1 1 . 

[0194] La reponse anti-IBDV chez les 1 0 poussins vaccines par V8 est nulle; elle est positive chez tous les poussins 
vaccines par V1 1 , V1 5 et V1 6. En detail, les titres des reponses chez les 20 poussins vaccines par V1 1 varient de 1 :800 
a 1:51200, avec une moyenne de 1:6400. lis sont de 1:6400 a 1:102400, avec une moyenne de 1:25600 pour les 20 
poussins vaccines par V15. lis sont entre 1:6400 et 1:204800, avec une 

30 moyenne de 1:25600 chez les 20 poussins vaccines par V16. Les taux en anticorps sont nettement plus eleves pour 
les groupes vaccines par V1 5 ou V1 6 que V1 1 . 

[01 95] Les titres de seroneutralisation de la souche vaccinale PBG68 adaptee a des cellules en culture sont de 1 :1 0 
pour V1 1 , comme le contrdle negatif; 4 serums sur 20 pour V1 5 et 1 serum sur 20 pour V1 6 ont des titres de seroneu- 
tralisation de 1 :20. Ce titre est done faible et est observe chez quelques animaux seulement. 
35 [0196] Le rapport (poids des bourses / poids total) x100 est en moyenne de 0.66 dans le groupe contrdle V8 et non 
challenge (1 0 poussins). II passe a 0.1 dans le groupe V8 challenge (1 survivant). II est de 0.1 , 0.1 1 , 0.1 1 pour les trois 
groupes V11 (3 poussins), V15 (11 poussins) et V16 (8 poussins) respectivement. I! n'y a pas de protection contre 
I'atrophie des bourses. 

[0197] La mortalite dans les quatre jours qui ont suivi le challenge a ete presque totale pour le groupe contrdle (9 
40 poussins sur 1 0). Chez le groupe V1 1 , 3 poussins sur 20 ont survecu, tandis que 1 1 poussins sur 20 vaccines par V1 5 
et 8 poussins sur 20 vaccines par V16 ont survecu. On observe done une protection de I'ordre de 50% des animaux 
vaccines par V15 ou V16. 

d. Protection par V1 4. V1 5 et V1 7 

45 

[01 98] Quatre groupes de volailles Sgees de trois semaines ont recu 0,2 ml de virus recombinants V8 (contrdle nega- 
tif), V14, V15 ou V17. La quantite de virus par poulet etait de 10 6 4 TCID50. La voie d'administration est intra musculaire. 
[0199] Vingt-et-un jours plus tard, du serum est preleve de chaque animal pour evaluer le titre en anticorps anti-IBDV. 
Cent fois la dose lethale d'IBDV est injectee aux animaux des groupes V14, V15 et V17 et une partie des animaux du 
so groupe V8 (e'est-a-dire le groupe de volailles ayant recu le virus recombinant V8). 

[0200] 1 1 jours plus pard, soit 32 jours apres la vaccination, las animaux temoins du groupe V8 et ceux qui ont sur- 
vecu a I'epreuve, sont euthanasies et le rapport (poids des bourses / poids des volailles) x100 est determine. 
[0201] Les resuftats : 

55 - Mortalite : le nombre de volailles ayant succombe au challenge se repartit comme suit : 

pour V8 : 12 volailles/14 (85%), pour V14 : 21/24 (87 %), pour V15 : 17/25 (68%) et pour V17 : 0/25 (0%). 

En d'autres termes, toutes les volailles vaccinees par le recombinant V17 ont resiste au challenge. Dans ce 
groupe, la protection est totale. En outre, aucune volaille n'a montre le moindre signe clinique de maladie. La pro- 
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tection de 32% obtenue avec le recombinant V15 est proche de la protection de 50% obtenue dans I'experience 
precedente. 

- EL ISA : les titres moyens evalues contre le virus sont : 

pour V8 titres inferieurs a 1:100 et considers comme negatifs; pour V14 titres de 1:12800 (de 1:6400 a 1:51200), 
5 pour V15 titres de 1:6400 (de 1:800 a 1:25600), pour V17 titres inferieurs a 1:100 sauf pour 3 volailles (1:800, 
1:6400 et 1:51200). 

Done, la reponse en anticorps contre I'lBDV induite par I'expression de la polyproteine du FPV/IBDV recombi- 
nant est tres elevee. La reponse contre le virus complet induite par V17 est par contre faible. 

- Seroneutralisation : les titres de seroneutralisation contre la souche PBG68 sont en moyenne : pour V8, V1 4 et V1 5 
10 titres inferieurs a 1 :10 et consideres comme negatifs; pour V17, 5 volailles sur 20 ont un titre superieur a 1 :20, soit, 

en detail, de 1 :20 (deux fois), 1 :40. 1 :80 et 1 :320. 

Done, une seroneutralisation est observee uniquement dans des serums des volailles vaccinees par V17. 

- Bourses : la moyenne du rapport (poids des bourses/poids total) x1 00 se presente comme suit : pour V8 non chal- 
lenges rapport de 0,68 (± 0,13), pour V8 challenges rapport de 0,09 (± 0,01), pour V14 rapport de 0,10 (± 0,02), 

15 pour V1 5 rapport de 0,1 3 (± 0,04) et pour V1 7 rapport de 0,34 (± 0,23). 

Done, une protection partielle des bourses de Fabricius est observee uniquement dans le groupe V17. En fait, 
8 volailles sur 24 ont un rapport semblable a celui des temoins non challenges. Les seize autres ont un rapport plus 
eleve que les temoins challenges. 

20 Conclusions 

[0202] Les conclusions majeures de ces campagnes de vaccination sont : 

- Les recombinants qui expriment la polyproteine de I'lBDV induisent chez les volailles une forte reponse ELISA* 
25 avec des titres contre le virus qui sont eleves. 

- Le recombinant qui exprime la portion VP2 de la polyproteine protege totalement les volailles contre la mortality et 
partiellement contre I'atrophie de la bourse. 
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Nora 



Liste des plasmides 
Caracteristiques 



Vecteurs de clonage dans E. coli 



pUC18 

pBSPlus 

pBSLKl 

pBSLK2 

pACYC184 



Vecteur de clonage (Messing 1983) 
Vecteur de clonage (Stratagene) 
pBSPlus avec un site Bell et Bgl2 dans le poly- 
linker 

idem pBSLKl mais les sites Bell et Bgl2 sont 

dans l'ordre inverse 

Vecteur de clonage (Chang, 1978) 



Promo teurs de Vaccinia 

pGS20 Vecteur de transfert pour Vaccinia (Mackett 

1984) 

plP75 pBSLKl + fragment Bcll-BamHl du pGS20 avec le 

promoteur P7.5 de Vaccinia dans Bcll-BamHl 

p2P75 idem P1P75 mais dans pBSLK2 

plPll pBSLKl + ADN de syn these de 40 meres avec le 

promoteur Pll de Vaccinia dans Bgl2-BaraHl 

p2Pll idem plPll mais dans pBSLK2 

pACPll idem plPll mais dans Xho2-BamHI de pACYC184 

Gene LacZ 

pBSMutLacZl pBSPlus avec LacZ sur une cassette Bgl2-BamHl 

p751ac p2P75 + cassette Bgl2-BamHl avec LacZ dans 

Bgl2-BamBl 

pllLac idem p75Lac mais dans p2Pll 

pACPllLac pACYC184 + cassette Pll-Lac sur un fragment 

Bgl2-Hind3 de pllLac dans Xho2-Hind3 

Vecteurs de transfert pour le CNP 

pTIRl pUC18 avec le fragment EcoRI TIR-L du CNP. Le 

fragment qui separe les sites BamHl du linker 
de pUC18 du BamHl du CNP a ete delete. 

pTIRBl Insertion d'un BamHl dans pTIRl, entre 0RF1 et 

0RF2. 
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pTIRB2 
pTIRBID 



idem pTIRBl mais entre 0RF2 et ORF3. 
idem pTIRBl, mais deletion du fragment 
EcoRl-Hpal. 



Vecteurs de transfert avec LacZ 

pTIRBlP75Lac pTIRBl + cassette P75-Lac du p75Lac sur un 

fragment Bgl2-BamHl clon£ dans BamHl. 
pTIRB2P75Lac idem mais dans pTIRB2 

pTIRB2LacP75 idem mais en orientation opposed 

pTIRBlPHLac pTIRBl + cassette Pll-Lac du pllLac sur un 

fragment Bgl 2-BamHl clone dans Bam Hl 
pTIRBlLacPll idem mais en orientation opposee 

pTIRB2LacPll idem mais dans le pTIRB2 

Plasmides porteurs de E2 d'IBV 

p 75M41 Gene E2 du serotype M41 clone en aval de P7.5 

p75D1466 idem mais serotype D1466 

p75D207 idem mais serotype D207/D274 

Vecteurs de transfert avec E2 d'IBV 

pTIRBlP75M41Lac Cassettes P7.5-E2 de M41 et Pll-Lac donees 

dans le site BamHl de TIRB1. 
pTIRBlP75D1466Lac idem mais E2 de D1466. 
P TIRBlP75D207Lac idem mais E2 de D207/D274. 

Plasmides porteurs de TA4 d f Eimeria 



pTA406 

pTA410 
p75TA406 
p75TA410 
pTIRTA406 

pTIRTA410 



ADNc de l'antigene TA4 d'Eimeria tenella clon 
sur une cassette BamHl 

idem mais le site proteolytique est different 
gene TA406 clone en aval de P7.5 
idem mais gene TA410 

cassette P7.5-TA406 clonee dans BamHl de 
pTIRBID 

idem mais cassette P7*5-TA410 



Vecteurs de transfert avec TA4 d'Eimeria 

pTIRTA406Lac Cassette PllLac clonee dans pTIRTA406 

pTIRTA410Lac idem mais dans pTIRTA410 
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Plasmides pour le clonage de 1'IBDV 



pBSIBDVO 



pBSIBDVOb 
PBS1A2 



pBSIB 



pEDGAR34i 

pEDGARM34i 
pBS3A 



pBS3B 

pEDGAR12 

pEDGARM12 
pACEDGARM12 

pEDGAR45 

pACEDGARIA 

pACEDGAR15 

pACEDGAR 

pACEDGAR2 



pBSPlus (Pstl-Hinc2) ce travail + fragment Pstl 
de 277 pb du fragment EDGAR 0-lb obtenu par 
PCR. 

derive de pBSIBDVO par mutagenese dirigee 
pBSLKl (Pstl + T4 DNA polymerase, Sacl) + 
fragment Sacl de 760 pb du fragment EDGAR 1-2 
obtenu par PCR. 

pBSLKl (Pstl + T4 DNA polymerase, Sacl) + 
fragment Sacl de 369 pb du fragment EDGAR 1-2 
obtenu par PCR. 

pBSLKl (Pstl + T4 DNA polymerase, Hinc2) + 
fragment EDGAR 3-4 de 670 pb obtenu par PCR. 
derive de pEDGAR34i par mutagenese dirigee 
pBSLKl (Pstl + T4 DNA polymerase, Sphl) + 
fragment Sphl de 956 pb du fragment EDGAR 5-6 
obtenu par PCR. 

pBSLKl (Pstl + T4 DNA polymerase, Sphl) + 
fragment Sphl de 345 pb du fragment EDGAR 5-6 
obtenu par PCR. 

pBSlA2 (EcoRl + T4 DNA polymerase, Sacl) + 

fragment pBSIB (Sphl + T4 DNA polymerase, Sacl) 

derive de p EDGAR 12 par mutagenese dirigee 

insertion du fragment Bcll-Sphl de pEDGARM12 

dans les sites Bcll-Sphl de pACYC184 

pBS3A (Hinc2-Pstl) + fragment Hinc2-Pstl de 

pEDGAR34i 

pACEDGARM12 (Sphl + T4 DNA polymerase, BamHl) + 
fragment pEDGARM34i (Nsil + T4 DNA polymerase, 
BamHl) 

pACEDGAR14 (BamHl + T4 DNA polymerase, Sail) * 
fragment pEDGAR45 (Pvu2-Sall) 
pACEDGAR15 (Sphl-EcoRV) + fragment pBS3B 
(Sphl-Pvu2) 

echange du fragment Bcll-Rsr2 de pACEDGARl par 
le fragment Bcll-Rsr2 de pBSIBDVO 



30 



EP 0 517 292 B1 



pACEDGAR3 



idem avec le fragment Bcll-Rsr2 de pBSIBDVOb 



Plasmides avec IBDV et un promoteur Vaccinia 



p75EDGARi 

p75EDGAR2 
p75EDGAR3 
pllEDGARl 

pllEDGAR2 
pllEDGAR3 



fragment Bcll-BamHl de pACEDGARi insure dans le 
site BamHl de p2P75 

idem avec le fragment Bcll-BamHl de pACEDGAR2 
idem avec le fragment Bcll-BamHl de pACEDGAR3 
fragment Bcll-BamHl portant Pll de pACPll 
insere dans le site BamHl de pACEDGARi 
idem dans le plasmide pACEDGAR2 
idem dans le plasmide pACEDGAR3 



Vecteurs de transfert avec IBDV seul 



pTIR75EDGARl 

pTIR75EDGAR2 
pTIR75EDGAR3 
pTIRHEDGARl 
P TIR11EDGAR2 
pTIRHEDGAR3 



fragment Bcll-BamHl de p75EDGARl insere dans le 

site BamHl de pTIRBl 

idem avec le plasmide p75EDGAR2 

idem avec le plasmide p75EDGAR3 

idem avec le plasmide pllEDGARl 

idem avec le plasmide pllEDGAR2 

idem avec le plasmide pllEDGAR3 



Vecteurs de transfert avec IBDV et Lac 



pTIR75ElLAC 



pTIR75E2LAC 
pTIRHElLAC 



P TIR11E2LAC 
P TIR11E3LAC 
pTIRHVP2LAC 



fragment Bgl2-BamHl de pACPHLAC insere dans le 

site BamHl de 

pTIR75EDGARl 

idem avec le plasmide pTIR75EDGAR2 

fragment Bgl2-BamHl de p75LAC insere dans le 

site BamHl de 

pTIRHEDGARl 

idem avec le plasmide pTIRHEDGAR2 
idem avec le plasmide pTIRHEDGAR3 
fragment Xhol (DNA polymerase T4)-Bgl2 de 
pllEDGARl clone dans les sites PpuMl (DNA 
polymerase T4)-Bgl2 de pTIRHElLAC 
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Liste des organismes 


5 


Nom 


Caracteristiques ; 




1.BACTERIESE.COU 




MC1061 


araD1 39, (ara, leu)7697, |acX74, gaJU, gaJK, hsdR, strA (Pharmacia) 


10 


JM1110 


utilisee pour son phenotype dam-. (N3837dam4) 




2. VIRUS CNP 




LVCO 


souche de challenge Fowlpox standard de I'USDA. 




CNP 


souche vaccinale de Fowlpox (SOLVAY) 


15 


V3 


virus Recombinant CNP avec la cassette P7.5-Lac2 en TIRB1 




V4 


idem V3, mais la cassette est en TIRB2 




V5 


idem V4, mais la cassette est en orientation opposee 


20 


V8 


idem V3, mais la cassette est P1 1-Lac 




V9 


idem V8, mais la cassette est en orientation opposee 




V10 


idem V9, mais la cassette est en TIRB2 


25 


3. VIRUS IBDV 


EDGAR 


souche EDGAR isolat americain de S.A. EDGAR, Auburn University propage 3 fois sur poulet et une 
fois sur oeufs embryonnes. Standard de challenge de I'USDA. 




849VB 


souche pathogene, decrite par Van Den Berg et al, 1991 . 


30 


PBG98 


souche adaptee aux cellules CEF. 


Bursine2 


souche vaccinale adaptee aux cellules QT35. 




4. CELLULES 




QT35 . 


lignee cellulaire de caille. 


35 


CEF 


chicken embryo fibroblasts 








V11 


porte les cassettes P1 1 Lac et P7.5E1 


40 


V12 


porte les cassettes P1 1 Lac et P7.5E2 




V14 


porte les cassettes P7.5E1 et P1 1 Lac 




V15 


porte les cassettes P7.5E2 et P1 1 Lac 




V16 


porte les cassettes P7.5E3 et P1 1 Lac 


45 


V17 


porte les cassettes P7.5VP2 et P1 1 Lac 




6. VIRUS CNP/TA4 




V21 


porte les cassettes P1 1Lac et P7.57A410 



50 
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5 



LISTE ET SEQUENCES DES PRIMERS 


Numero 


Sequence de 5, vers 3' 


Complementaire 
a 


5169 

5168 

3254 

1871 

1BDV16 

IBDVIb 

IBDV3 

IBDV22 


5' CCTTTACTGTTAGTTCTACAATCGAAATTATGC 3' 
5' CATGTAGAI 1 1 1 AATCCGTTAACACGCGCAG 3' 
5' GCCGGAAAACCTACCGGATTGATGG 3' 
5* GAAACCAGGCAAAGCGCC 3 f 
5' CCAGGGTGTCGTCCGGAATGG 3' 
5' CCCAAGATCATATG ATGTG G GTAAGCTG AG G 3' 
5' TGAGCAACTTCGAGCTGATCCCAAATCCTG 3* 
5' CTGCTCTTGACTGCGATGGAG 3' 


FPV 

FPV 

Lac 

Lac 

IBDV 

IBDV 

IBDV 

IBDV 



20 

Revendications 

1. Virus de I'Avipox recombinant derive d'une souche attenuee de virus d'Avipox et comportant, dans une partie non 
essentielle de son genome, au moins une sequence d'ADN codant pour tout ou partie d'une proteine heterologue 

25 au virus de I'Avipox, ainsi que les elements susceptibles d'assurer I'expression de cette proteine dans une cellule 
infectee par ledit virus recombinant, caracterise en ce que la partie non-essentielle du genome est constitute par 
une region intergenique non codante, ayant une sequence de plus de 60 nucleotides et situee entre deux phases 
ouvertes de lecture (ORF), leurs signaux d'expression y compris, cette region intergenique etant choisie parmi la 
region, dite region pi, situee entre les ORF1 et ORF2 de la Region TIR (Repetitions terminates inverses) et la 

30 region, dite region 02, situee entre les ORF2 et ORF3. de la Region TIR 

2. Virus selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il est derive d'une souche attenuee de virus de Fowlpox. 

3. Virus selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'au moins une sequence d'ADN est donee dans les deux 
35 regions TIR du virus. 

4. Virus selon la revendication 3, caracterise en ce qu'une sequence d'ADN est donee dans la region pi dans cha- 
cune des deux TIR. 

40 5. Virus selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que la proteine heterologue est choisie 
parmi les antigenes du virus de la maladie de Gumboro (IBDV), du virus de la bronchite infectieuse (IBV), du virus 
responsable de I'anemie du poulet (CAV), du protozoaire Eimeria responsable de la coccidiose, du virus de la 
maladie de Newcastle (NDV) et du virus de la maladie de Marek (MDV). 

45 6. Virus selon la revendication 5, caracterise en ce que la proteine heterologue est choisie parmi les antigenes du 
virus de la maladie de Gumboro (IBDV), du virus de la bronchite infectieuse (IBV), du virus responsable de I'anemie 
du poulet (CAV) et du protozoaire Eimeria . 

7. Virus selon la revendication 6, caracterise en ce que la proteine heterologue est choisie parmi tout ou partie de lec- 
50 ture ouvertes dont la polyproteine et des parties de la polyproteine pour I'lBDV, I'antigene E2 pour PIBV, I'antigene 

de surface TA4 pour Eimeria . la prot6ine P50 pour le CAV. 

8. Virus selon la revendication 7, caracterise en ce que la proteine heterologue est une partie des phases de la poly- 
proteine pour I'lBDV comprenant les acides amines 1 a 493 suivis des acides amines 1010 a 1012. 

55 

9. Culture de cellules eucaryotes infectees par un virus de I'Avipox recombinant selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 8. 
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10. Culture de cellules selon la revendication 9 caracterisee en ce qu'il s'agit de cellules aviaires. 

11. Vaccin caracterise en ce qu'il contient un virus de I'Avipox selon Tune quelconque des revendications 1 a 8. 

5 12. Utilisation d'un virus de I'Avipox selon Tune quelconque des revendications 1 d 8 comme vecteur capable d'expri- 
mer tout ou partie d'une proteine heterologue au virus. 

13. Sequence de transfert qui permet d'inserer une sequence d'ADN codant pour tout ou partie d'une proteine hetero- 
logue dans les regions intergeniques du genome du virus de I'Avipox selon I'une quelconque des revendications 1 

10 S8. 

14. Plasmide qui porte une sequence selon la revendication 13. 
Claims 

15 

I. Recombinant Avipox virus derived from an attenuated strain of Avipox virus and containing, in a nonessential part 
of its genome, at least one DNA sequence encoding all or part of a protein which is heterologous with respect to 
the Avipox virus as well as the elements capable of ensuring the expression of this protein inside a cell infected by 
the said recombinant virus, characterised in that the nonessential part of the genome is composed of a noncoding 

20 intergenic region having a sequence of more than 60 nucleotides and situated between two open reading frames 
(ORF) including their expression signals this intergenic region being chosen from the region, called pi region, sit- 
uated between the ORF1 and ORF2 of the TIR (terminal inverted repeats) region and the region, called p2 region, 
situated between the ORF2 and ORF3 of the TIR region. 

25 2. Virus according to Claim 1 , characterised in that it is derived from an attenuated strain of Fowlpox virus. 

3. Virus according to Claim 1 or 2, characterised in that at least one DNA sequence is cloned into the two TIR regions 
of the virus. 

30 4. Virus according to Claim 3, characterised in that a DNA sequence is cloned into the 01 region, inside each of the 
twoTIRs. 

5. Virus according to any one of Claims 1 to 4, characterised in that the heterologous protein is chosen from the anti- 
gens of the infectious bursal disease virus (IBDV), the infectious bronchitis virus (IBV), the virus responsible for 

35 chicken anaemia (CAV), the protozoa Eimeria which is responsible for coccidiosis, the Newcastle disease virus 
(NDV) and the Marek's disease virus (MDV). 

6. Virus according to Claim 5, characterised in that the heterologous protein is chosen from the antigens of the infec- 
tious bursal disease virus (IBDV), the infectious bronchitis virus (IBV), the virus responsible for chicken anaemia 

40 (CAV) and the protozoa limfiria. 

7. Virus according to Claim 6, characterised in that the heterologous protein is chosen from all or part of the open 
reading frames comprising poiyprotein and parts of polyprotein for IBDV, the antigen E2 for IBV, the surface antigen 
TA4 for Eimeria and the protein P50 for CAV 

45 

8. Virus according to Claim 7, characterised in that the heterologous protein is part of the polyprotein phases for IBDV 
containing the amino acids 1 to 493 followed by the amino acids 1010 to 1012. 

9. Culture of eukaryotic cells which are infected with a recombinant Avipox virus according to any one of Claims 1 to 8. 

50 

10. Culture of cells according to Claim 9, characterised in that it relates to fowl cells. 

II. Vaccine characterised in that it contains an Avipox virus according to any one of Claims 1 to 8. 

55 12. Use of an Avipox virus according to any one of Claims 1 to 8 as a vector which is capable of expressing all or part 
of a protein which is heterologous with respect to the virus. 

13. Transfer sequence which enables a DNA sequence, encoding all or part of a heterologous protein, to be inserted 
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into the intergenic regions of the genome of the Avi- 
pox virus according to any one of Claims 1 to 8. 

14. Piasmid carrying a sequence according to Claim 
13. 

Patentansprilche 

1. Rekombinantes Avipoxvirus, welches von einem 
abgeschwSchten Avipoxvirusstamm abgeleitet ist 
und in einem nicht-essentiellen Teil seines Genoms 
zumindest eine DNS-Sequenz, die fur das gesamte 
oder einen Teil eines mit dem Avipoxvirus heterolo- 
gen Proteins codiert, sowie die Elemente, die die 
Expression dieses Proteins in einer durch das 
rekombinante Virus infizierten Zelle sicherstellen 
konnen, enthalt, dadurch gekennzeichnet, da& der 
nicht-essentielle Teil des Genoms aus einer nicht- 
codierenden Intergen-Region mit einer Sequenz 
besteht, die mehr als 60 Nucleotide aufweist und 
zwischen zwei offenen Leserahmen (ORF) ange- 
ordnet ist, wobei ihre Expressionssignale einge- 
schlossen sind, welche Intergen-Region aus der als 
P1 bezeichneten Region, die zwischen ORF1 und 
ORF2 der TIR-Region (terminale invertierte 
Repeats) angeordnet ist, und der als 02 bezeichne- 
ten Region, die zwischen ORF2 und ORF3 der TIR- 
Region angeordnet ist, ausgewaM ist. 

2. Virus nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daS es von einem abgeschwachten Fowlpoxvirus 
abgeleitet ist. 

3. Virus nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafc zumindest eine DNS-Sequenz in den 
beiden TIR-Regionen des Virus kloniert ist. 

4. Virus nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dali eine DNS-Sequenz in der 01 -Region in jeder 
der beiden TIR kloniert ist. 

5. Virus nach einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daft das heterologe Protein aus 
den Antigenen des Virus der Gumboro-Krankheit 
(IBDV), des Virus von infektiSser Bronchitis (IBV), 
des Virus, das fur HOhner-Anamie verantwortiich 
ist, (CAV), des Protozoons Eimeria, das fur Kokzi- 
diose verantwortiich ist, des Newcastle-disease- 
Virus (NDV) und des Marek-disease-Virus (MDV) 
ausgewaM ist. 

6. Virus nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das heterologe Protein aus den Antigenen des 
Virus der Gumboro-Krankheit (IBDV), des Virus von 
infektiSser Bronchitis (IBV), des Virus, das fur HQh- 
ner-AnSmie verantwortiich ist, (CAV) und des Pro- 
tozoons Eimeria ausgewShlt ist. 



7. Virus nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
da& das heterologe Protein aus den gesamten oder 
einem Teil der offenen Leserahmen ausgew§hlt ist, 
darunter aus dem Polyprotein und den Teilen des 
Polyproteins fur IBDV, dem Antigen E2 fQr IBV, dem 
Oberflachen-Antigen-TA4 fQr Eimeria, dem Protein 
P50 fur CAV. 

8. Virus nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB das heterologe Protein ein Teil der Rahmen 
des Polyproteins fQr IBDV ist, der die Aminosauren 
1 bis 493, gefblgt von den AminosSuren 1010 bis 
1012, umfafit. 

9. Eukaryoten-Zellkultur, welche mit einem rekombi- 
nanten Avipoxvirus nach einem der AnsprOche 1 
bis 8 infiziert ist. 

10. Zellkultur nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft es sich urn Vogel-Zellen handelt. 

11. Impfstoff, dadurch gekennzeichnet, daB er einen 
Avipoxvirus nach einem der AnsprOche 1 bis 8 ent- 
halt. 

12. Verwendung eines Avipoxvirus nach einem der 
AnsprOche 1 bis 8 als Vektor, der das gesamte oder 
einen Teil eines mit dem Virus heterologen Proteins 
exprimieren kann. 

13. Transfersequenz, welche die Insertion einer DNS- 
Sequenz ermoglicht, die fur das gesamte oder 
einen Teil eines heterologen proteins in den Inter- 
gen-Regionen des Genoms des Avipoxvirus nach 
einem der AnsprOche 1 bis 8 codiert. 

14. Piasmid, welches eine Sequenz nach Anspruch 13 
tragt. 
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Fig. 7 
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FIG. 12A 
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Figure 13 A 
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Figure 13 B 
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